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Le remodelage osseux est un phénomène finement régulé selon la balance de 
formation et de résorption osseuse. La régulation de la résorption osseuse se fait 
principalement par l'apoptose des ostéoclastes. Nous avons démontré auparavant que 
plusieurs facteurs comme TRAIL, FASL et TGF-~1 induisent l'apoptose des ostéoclastes 
humains. Par contre, nous ne connaissons pas l'effet de l'OPG sur l'apoptose ostéoclastique 
en plus de ne pas connaître les mécanismes impliqués dans la mort cellulaire induite par le 
TGF-~1 chez les ostéoclastes. Afin de vérifier ces effets, nous avons utilisé une culture 
primaire d'ostéoclastes humains produite à partir de monocytes de sang de cordon 
ombilical. Ces ostéoclastes sont différenciés à l'aide du M-CSF et du RANKL. L'OPG est un 
membre de la famille des récepteurs du TNF. L'OPG est un récepteur soluble pour RANKL 
et pour TRAIL. Nous avons démontré que l'OPG permettait de diminuer l'apoptose des 
ostéoclastes cultivés dans un un milieu sans M-CSF et sans RANKL. Cette baisse 
surprenante de la mort a été expliquée par une augmentation d'expression de TRAIL par 
les ostéoclastes lorsque ceux-ci sont cultivés en absence de ses facteurs de survie (M-CSF et 
RANKL). L'OPG agit sur l'apoptose en séquestrant le TRAIL produit par les ostéclastes 
empêchant ainsi l'induction de l'apoptose par le TRAIL des ostéoclastes environnants. Ceci 
en fait un mécanisme de régulation autocrine de la survie des ostéoclastes lors du 
remodelage osseux. De plus, nous avons aussi démontré un mécanisme expliquant 
l'apoptose des ostéoclastes par le TGF-~1. Nous avons premièrement démontré la présence 
des récepteurs de type 1 et II à la surface des ostéoclastes proposant une action directe du 
TGF-~1. Par la suite, nous avons démontré que le TGF-~1 induisait une activation de la 
caspase 9 objectivant ainsi une apoptose par la voie mitochondriale. Cette activation de 
l'apoptose par la voie intrinsèque serait le résultat de l'activation de la voie de p38 des 
MAPK et de la voie des Smad suivie par une augmentation de l'expression des homologues 
de Bcl-2 pro-apoptotiques Bax et Bim. En sachant que le TGF-~1 peut-être libéré et activé 
de la matrice osseuse lors de la résorption, l'induction de l'apoptose des ostéoclastes par ce 
facteur de croissance en fait un autre mécanisme de régulation du remodelage osseux. 
Mots clé généraux : Apoptose, Ostéoclastes, Ostéoprotégérine, Transforming 
Growth Factor-~1, Remodelage 
1 Introduction 
1.1 Le tissu osseux 
Le corps humain comporte un squelette osseux, ayant un rôle de support et de 
protection des organes vitaux, en plus de participer à l'homéostasie du calcium et du 
phosphore. En coopération avec les muscles, le squelette nous permet d'effectuer nos 
mouvements quotidiens. L'os est un tissu vivant complexe constitué d'une matrice 
extracellulaire minéralisée ainsi que de plusieurs types cellulaires : ostéoblastes, 
ostéoclastes et ostéocytes. Il renferme dans sa structure les cellules de la moelle 
hématopoïétique. Chacune de ces cellules est impliquée de façons différentes au 
niveau de la croissance et de l'homéostasie osseuse (Marks, 2003). 
1.1.1 Structure de l'os 
Morphologiquement, il y a deux types d'os: l'os cortical et l'os trabéculaire. 
L'os cortical est un os beaucoup plus dense que l'os trabéculaire, ce qui lui confère la 
solidité nécessaire aux fonctions de protection et de support. Outre sa densité, l'os 
cortical tient sa solidité de sa configuration, organisée selon des lignes de forces. La 
taille, la forme et l'épaisseur de l'os corticale rendent compte de la résistance 
mécanique de cet os qui constitue principalement la diaphyse des os longs. L'os 
trabéculaire ou spongieux est un tissu plus aéré, dont la structure tridimensionnelle 
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en réseau de trabécules lui confère une structure plus poreuse que l'os cortical et une 
surface de contact avec la moelle osseuse adjacente plus importante, d'où son 
implication principale dans le métabolisme du calcium. L'os trabéculaire est 
principalement retrouvé dans la structure des épiphyses et métaphyses des os longs, 
ainsi que dans celle des corps vertéraux. Ces 2 types d'os ont une microstructure bien 
organisée, lamellaire. 
Au niveau microscopique, l'os est composé d'une matrice orgamque 
solidifiée par le dépôt de sels de calcium. La partie organique est formée à partir 
d'environ 95% de collagène de type I. Les 5% résiduels comportent des 
protéoglycans et de nombreuses protéines non collagéniques ( ostéocalcine, 
ostéopontine, sialoprotéines osseuses ... ). Les sels qui minéralisent la matrice osseuse 
sont principalement constitués de calcium et de phosphore qui forment des cristaux 
d'hydroxyapatite (Marks, 2003). 
1.1.2 Le remodelage osseux 
Le squelette est un organe très actif métaboliquement par son constant 
remodelage osseux, processus physiologique permanent et continu chez l'adulte. Le 
remodelage osseux implique la résorption de l'os par les ostéoclastes suivie par la 
formation de la matrice osseuse par les ostéoblastes. La masse osseuse est 
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Le remodelage osseux est divisé en 3 grandes étapes comprenant la résorption de l'os 
par les ostéoclastes, l'étape d'inversion par des cellules mononucléées et la formation osseuse 
par les ostéoblastes. Ces étapes sont encadrées de phases de quiescence. (Michigan, 2005) 
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Le remodelage osseux peut se diviser en trois grandes étapes : la résorption 
osseuse, l'étape intermédiaire et la formation osseuse (Figure 1). Ce cycle débute par 
la phase de résorption caractérisée par la migration et la différenciation des 
précurseurs ostéoclastiques aux sites de résorption. Les ostéoclastes pleinement 
différenciés résorbent l'os à une vitesse approximative de 25 µm/jour en effectuant 
des tranchées de 40-60 µm. Suite à la formation de la lacune de résorption, ces 
ostéoclastes entrent en apoptose pour être éliminés. Les ostéoclastes sont remplacés 
par des cellules mononucléées à la surface de la lacune dans la phase intermédiaire. 
Ces cellules préparent la surface de l'os et servent de signal pour le recrutement et la 
différenciation des ostéoblastes qui produisent la nouvelle matrice osseuse qui sera 
secondairement minéralisée. Lorsque cette étape de formation osseuse est complétée, 
une couche de cellules recouvre la surface de l'os, appelées cellules bordantes et 
dérivées des ostéoblastes. Certaines cellules ostéoblastiques resteront incluses au sein 
dans la matrice osseuse et constituent les ostéocytes. La résorption osseuse est d'une 
durée d'environ 2 à 3 semaines alors que la formation osseuse peut s'étendre 
jusqu'aux 4 mois suivants (Hadjidakis & Androulakis, 2006). 
Une notion fondamentale est le couplage dans le temps et dans l'espace entre 
la résorption osseuse et la formation osseuse aboutissant au remplacement de l'os 
ancien par de 1' os nouveau avec une restitution « ad integrum » de l'os, permettant 
d'assurer l'homéostasie osseuse. Une régulation très étroite du remodelage osseux est 
donc nécessaire, et est assurée par plusieurs médiateurs. Il peut y avoir une régulation 
systémique par différentes hormones comme la parathormone (PTH), la calcitonine 
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et les estrogènes par exemple. Des médiateurs locaux comme le RANKL (Receptor 
Activator of NF-kB), l'ostéoprotégérine (OPG) et le TGF-P viennent aussi réguler le 
remodelage osseux. L'importance et la complexité du remodelage osseux et de sa 
régulation, en font un sujet d'étude d'importance majeure, car une perte du contrôle 
de cette balance résorption/formation osseuse peut entraîner le développement de 
pathologies osseuses comme l'ostéoporose. 
1.2 Les cellules osseuses 
1.2.1 Les ostéoblastes 
Les ostéoblastes (Ob) sont responsables de la formation osseuse, par la 
sécrétion des protéines matricielles qui sont nécessaire pour la minéralisation 
osseuse. (Figure 2-B). Les ostéoblastes sont des cellules mononucléées dérivant des 
cellules souches mésenchymateuses. De nombreux facteurs locaux et systémiques 
tels que TGF-p, FGF, BMPs, PTH, 1.25 vitamine D et les estrogènes stimulent la 
différenciation ostéoblastique et l'activité des ostéoblastes. En plus, plusieurs 
facteurs de transcription sont impliqués dans ces processus, parmi lesquels Runx2 
(Cbfal) joue un rôle fondamental. 
Le principal gène ostéogénique pour la différenciation des ostéoblaste et la 
formation osseuse est de Runx2, codant pour un facteur de transcription ayant de 
multiples activitées régulatrices, dont l'activation ou la répression de nombreux 
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gènes (collagène de type 1 alpha, l'ostéopontine et l'ostéocalcine (Marie, 2008)), et 
l'intégration de signaux biologiques provenant des voies BMP/TGF-p, et de la voie 
de signalisation Wnt. 
Plusieurs systèmes de signalisation jouent des rôles importants pendant le 
développement de l'ostéoblaste, et la voie Wnt est particulièrement critique dans la 
formation osseuse. Les protéines Wnt se lient à un complexe récepteur composé d'un 
« frizzled »récepteur couplé à une protéine G, et un co-récepteur, LRP5/6. 
La voie de signalisation Wnt induit une cascade d'évènements intracellulaires 
qui stabilisent la P-caténine, facilitant son transport au noyau où elle se lie à des 
facteurs de transcription et modulant ainsi l'expression de gènes qui favorisent 
l'expansion des ostéoblastes et leurs fonctions. 
Les antagonistes physiologiques de Wnt, Dickkopfs ( dkkl ), «secreted 
frizzled-related proteins» (sFRPl), ou la sclérostine, affectent l'activation de ce 
complexe, et inhibent la formation osseuse. 
Suite à la formation du nouvel os, l'ostéoblaste entre en apoptose ou il se 
différencie en ostéocyte. Ceci est suivi par le recrutement d'autres précurseurs 
ostéoblastiques pour former une nouvelle couche d'os et recouvrir les ostéocytes 
(Huang et al., 2007). 
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Figure 2 : Les cellules osseuses. 
A) Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées provenant de cellules souches 
hématopoïétiques. Suite à leur différenciation induite par le M-CSF et le RANKL, ces cellules 
résorbent l'os et forment une lacune de résorption. B) Les ostéoblastes sont d'origine 
mésenchymateuse et leur différenciation est modulée par de nombreux facteurs dont le TGF~ et 
les BMPs 2/4/7. Ces cellules sécrètent la matrice osseuse formée principalement de collagène de 
type I et permettent la minéralisation de la matrice pour former l'os. C) Les ostéocytes sont des 
ostéoblastes qui ont été emprisonnés par leur propre production de matrice osseuse. Ils 
forment un large réseau d'expansions cytoplasmiques contenues dans des canalicules qui 
permettent une communication de l'intérieur vers l'extérieur de l'os et interviennent dans la 
régulation du remodelage osseux (Hochberg, 2003). 
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1.2.2 Les ostéocytes 
Les ostéocytes correspondent à environ 90 % des cellules contenues dans 
l'os, ce qui en fait la plus grande population de cellules dans ce tissu. Comme il a été 
mentionné dans la section 2.1, les ostéocytes sont des ostéoblastes emprisonnés dans 
la matrice osseuse et ayant subi une différenciation subséquente. Les mécanismes par 
lesquels les ostéoblastes se différencient en ostéocytes sont méconnus à ce jour. La 
morphologie des ostéocytes est caractérisée par de grandes expansions 
cytoplasmiques liant d'autres ostéocytes ou les cellules à la surface de l'os (Figure 2-
C). Les jonctions communicantes sont fréquemment impliquées lors de ces liaisons 
cellules-cellules. Ce réseau de dendrites forme des canalicules dans la matrice 
osseuse ce qui permet une communication entre l'intérieur et l'extérieur de l'os 
(Hochberg, 2003). En effet, les ostéocytes permettent de réguler le remodelage 
osseux en augmentant la libération de facteurs ostéoblastogéniques ou de facteurs 
ostéoclastogéniques (Marks, 2003). 
Les ostéocytes sont responsables en particulier de la production de 
sclérostine, un antagoniste naturel de la voie Wnt et de FGF23, impliqué dans le 
processus de minéralisation et dans l'homéostasie du phosphore (Noble, 2008). 
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1.2.3 Les ostéoclastes 
Les ostéoclastes (A sur la figure 2) sont de volumineuses cellules 
multinucléées formées par la fusion cytoplasmique de précurseurs mononucléés 
hématopoïétiques. L'ostéoclastogénèse débute par le recrutement des précurseurs 
myéloïdes de la moelle osseuse au site de résorption (Teitelbaum & Ross, 2003). 
1.2.3.1 Formation ostéoclastique 
Comme les macrophages, les ostéoclastes dérivent des CFU-GM. Le facteur 
de crmssance M-CSF induit la prolifération et la survie des précurseurs 
ostéoclastiques par liaison à son récepteur c-Fms ce qm active la 
phosphatidylinositol-3 kinase (PBK). De plus, le M-CSF augmente l'expression de 
RANK à la surface des précurseurs ostéoclastiques. RANK est le récepteur de 
RANKL, facteur exprimé par les ostéoblastes et les cellules stromales dans le 
microenvironnement osseux. Comme le M-CSF, RANKL est indispensable à 
l'induction et aux différentes étapes de la différenciation osteéoclastique (Boyce & 
Xing, 2007). 
Après une première phase de prolifération, indispensable pour que la 
différenciation puisse survenir, les précurseurs ostéoclastiques mononucléés 
fusionnent entre eux, et acquièrent progressivement les caractéristiques des 
ostéoclastes multinucléés. Les marqueurs ostéoclastiques apparaissent (TRAP, CTR, 
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intégrine av~3) et les marqueurs macrophagiques disparaissent (NSE, Mac-1). 
Différents facteurs locaux et hormonaux interviennent dans le processus de 
différenciation (Section 1.2.3.3), qui se termine par l'acquisition de la fonction de 
résorption osseuse, principale caractéristique phénotypique des ostéoclastes (Boyle et 
al., 2003). 
1.2.3.2 L'ostéoclaste mature et son fonctionnement 
L'ostéoclaste mature possède une morphologie caractéristique (Figure 3). 
C'est une cellule polarisée avec en regard de la surface osseuse une différenciation 
de la membrane plasmique constituant la membrane plissée entourée d'une zone de 
scellement permettant d'individualiser le compartiment de résorption osseuse sous 
l'ostéoclaste. La zone de scellement est constituée d'une large bande de F-actine 
(largeur de 4 µm) et d'une fine couche intérieure et extérieure de vinculine. L'actine 
lie l'intégrine Clv~3 et permet la liaison de l'ostéoclaste à la matrice osseuse (Saltel et 
al., 2008). La membrane plissée est le lieu de sécrétion d'ions H+ par l'intermédiaire 
d'une pompe à protons A TPasique qui acidifient le compartiment de résorption, et 
d'enzymes protéolytiques (Cathepsine K, métalloprotéases). De nombreux canaux 
ioniques sont également exprimés à la surface de l'ostéoclaste pour maintenir 
l'homéostasie et l'electroneutralité de la cellule (Bruzzaniti & Baron, 2006). La 
région centrale de la membrane plissée comporte une zone d'endocytose des produits 
de dégradation de la matrice extracellulaire qui seront relargués dans 
l'environnement de l'ostéoclaste à son pôle basal (Mulari et al., 2003). La membrane 
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basolatérale permet un contact avec l'extérieur de la cellule. Elle contient plusieurs 
récepteurs comme le CTR, le RANK, le récepteur du M-CSF, des récepteurs 
sensibles au calcium et au pH, ainsi que certains récepteurs de cytokines (IL-1, IL-6 
et le TNF), des récepteurs pour les intégrines et même des récepteurs de mort (Del 
Fattore et al., 2008) (Roux et al., 2005). 
Après la résorption osseuse, certains signaux, comme le calcium 
extracellulaire, entraînent une réorganisation du cytosquelette induisant la migration 
de l'ostéoclaste vers une partie d'os intacte. L'ostéoclaste résorbe l'os et migre de 
nouveau et cela, pendant quelques cycles. La résorption se termine suite à l'arrêt de 
la stimulation de l'ostéoclaste et à l'intervention de signaux négatifs conduisant à 
l'apoptose de la celule (Roodman, 2006). 
1.2.3.3 Régulation de la formation et de l'activité de l'ostéoclaste 
Les interactions entre RANKL et RANK sont fondamentales pour la 
différenciation, l'activité et la survie des cellules ostéoclastiques. Le M-CSF est 
également indispensable pour la différenciation et la survie de ces cellules. Ces deux 
médiateurs sont exprimés par les ostéoblastes et les cellules stromales présents dans 
l'environnement de l'os. RANKL est un membre de la famille du TNF et est exprimé 

























Représentation d'un ostéoclaste mature comprenant, à la surface de l'os, la membrane 
plissée entourée par la zone de scellement. À la surface opposée, se retrouvent les canaux 
ioniques pour le maintient de l'homéostasie et les récepteurs permettant la régulation de 
l'ostéoclaste (Bruzzaniti & Baron, 2006). 
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L' ostéoprotégérine (OPG) exprimée par les ostéoblastes appartient à la 
famille des récepteurs du TNF. C'est un récepteur soluble pour RANKL. Ce 
récepteur leurre empêche l'interaction du RANKL avec son récepteur membranaire 
RANK inhibant ainsi la formation et l'activité des ostéoclastes. Le ratio entre le 
RANKL et l'OPG peut être modulé par différents facteurs. Il reflète la capacité des 
ostéoblastes à induire la formation et l'activité des ostéoclastes, et donc le niveau de 
résorption osseuse (Boyce & Xing, 2008). Les hormones PTH, vitamine D3, les 
cytokines IL-11, IL-1 a et ~. TNF-a, IL-17 ou encore la PGE2 augmentent 
l'expression de RANKL dans les ostéoblastes et les cellules stromales. L'expression 
de l'OPG est diminuée par le PGE2 et augmentée par les estrogènes. Tous les 
facteurs qui modulent la résorption osseuse agissent ainsi par cette voie effectrice 
commune impliquant RANKL et OPG (Roux & Orcel, 2000). Certains facteurs 
pourraient en outre stimuler la différenciation ostéoclastique indépendemment de 
RANKL, comme l'IL-1 ou le TNFa. 
L'importance de la v01e RANKLIRANK/OPG a été soulignée par les 
modèles de souris transgéniques qui surexpriment ou sont déficitaires en un de ces 
facteurs. Les souris transgéniques qui surexpriment l'OPG développent une 
ostéopétrose caractérisée par un défaut de la différenciation ostéoclastique. Les 
souris transgéniques déficientes en OPG développent une ostéoporose sévère avec 
une augmentation de la différenciation et de l'activité des ostéoclastes. De même, les 
souris KO pour RANKL ou RANK développent une ostéopétrose (Ren et al., 2006) 
tandis qu'une surexpression de RANKL induit un phénotype ostéoporotique. 
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1.2.3.4 Voies de signalisations impliquées dans la différenciation et l'activation 
des ostéoclastes 
Dans les dix dernières années, de grands progrès ont été réalisés dans la 
compréhension des voies de signalisation impliquées dans la différenciation et 
l'activation des ostéoclastes par le RANKL. La liaison du RANKL à son récepteur 
sur les précurseurs ostéoclastiques ou les ostéoclastes matures mène à la transduction 
de multiples signaux intracellulaires. 
L'étape initiale, qui est la clé de voûte de la signalisation RANK, est la 
liaison des facteurs TRAFs (facteurs cytoplasmiques associés aux récepteurs TNF) à 
des domaines spécifiques du domaine cytoplasmique de RANK. TRAF-2, -5 et -6 se 
lient à RANK, mais seule TRAF-6 semble jouer un rôle fonctionnel dans cette 
signalisation. TRAF-6 agit comme une molécule adaptatrice clé pour assembler les 
protéines de signalisation qui vont conduire à l'activation de facteurs de transcription 
dont les principaux sont NF-KB et NFATcl, et diriger l'expression des gènes 
spécifiques des ostéoclastes, entraînant leur différenciation et activation. 
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RMJKL 
Figure 4: Signalisation dans l'ostéoclaste après stimulation par RANKL 
Suite à l'activation du récepteur RANK par son ligand, différentes voies de signalisation 
sont activées, conduisant à l'activation de facteurs de transcription dont les 2 principaux sont 
NF-KB et NFATcl. Ces activations mènent à la modulation de gènes impliqués dans la formation, 
l'activité et la survie des ostéoclastes. D'autres voies sont impliquées en particulier celles des 
MAPK. L'activation de PI-3K et AKT via C-src et TRAF-6 protège contre l'apoptose, et est 
impliquée dans l'organisation du cytosquelette (Teitelbaum & Ross, 2003). 
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Le facteur de transcription NF-KB forme un dimère à partir de cinq protéines : 
Rel, RelA (p65), RelB, NF-kappaBl (p50) et NF-kappaB2 (p52). Les isoformes p50 
et p52 sont les principales protéines impliquées dans l'ostéoclastogénèse. Le rôle 
fondamental de NF-KB dans la différenciation ostéoclastique avait été mis en 
évidence par la réalisation de souris double KO pour les sous-unités p50 et p52 de 
NF-KB. Ces souris double KO développent une ostéopétrose liée à un défaut de 
différenciation ostéoclastique. En absence de stimulation, NF-KB est séquestré dans 
le cytoplasme du fait de sa liaison à IKB. Lors d'une stimulation par RANKL, la 
phosphorylation de IKB par IKK induit sa dégradation, libèrant le dimère de NF-KB 
et permettant sa translocation du cytoplasme au noyau où il modulera l'expression de 
gènes cibles (Asagiri & Takayanagi, 2007). Le schéma global des actions du 
RANKL lors de l'ostéoclastogénèse est présenté dans la figure 4. 
NFATcl est un autre facteur de transcription d'importance majeure dans 
l'ostéoclaste. RANKL induit l'expression du gène de NFATcl et active NFATcl via 
le calcium intra-cellulaire. L'activation de la voie RANKL/NF-KB stimule également 
l'expression de NFATcl. NFATcl est impliqué dans la modulation de nombreux 
gènes essentiels à la différenciation et au fonctionement de l'ostéoclaste (Asagiri & 
Takayanagi, 2007). TRAF-6 permet le recrutement et l'activation des MAPK (JNK, 
p38) lors de la transduction de signal du RANKL. Les MAPK permettent l'activation 
du facteur de transcription AP-1 (Fos/Jun) qui est impliqué dans la différenciation, 
avec un rôle majeur comme le suggère les souris KO pour c-Fos qui développent une 
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ostéopétrose avec une absence complète de différenciation ostéoclastique (Asagiri & 
Takayanagi, 2007). 
1.3 L'apoptose 
L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est caractérisée par des 
changements morphologiques de la cellule comportant une hypercondensation de la 
chromatine, un clivage intemucléosomique de l' ADN et une réorganisation du 
cytosquelette menant à la formation de corps apoptotiques. Ces corps apoptotiques 
sont phagocytés par les cellules environnantes et ainsi éliminés pour éviter une 
réaction inflammatoire. L'apoptose est un processus essentiel de protection contre les 
cellules endommagées et d'homéostasie tissulaire maintenant le nombre de cellules 
et la taille du tissu (Chowdhury et al., 2006). Le rôle de l'apoptose est souvent mis en 
premier plan dans certaines pathologies où des gènes inhibiteurs de l'apoptose ont 
été identifiés comme oncogène, un défaut d'apoptose entraînant la perte du contrôle 
de l'homéostasie tissulaire et facilitant la prolifération tumorale (Polsky & Cordon-
Cardo, 2003). La perte osseuse liée à la carence estrogénique ou la destruction 
osseuse secondaire à l'inflammation articulaire sont en partie contrôlées par un 
défaut de l'apoptose des ostéoclastes (Xing & Boyce, 2005). Ces données suggèrent 
l'importance de connaître les mécanismes régissant et contrôlant l'apoptose des 
ostéoclastes en particulier. 
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1.3.1 Mécanismes de l'apoptose 
Deux voies permettent l'induction de l'apoptose, une voie extrinsèque activée 
par la liaison de ligands externes sur des récepteurs de mort exprimés à la surface des 
cellules, et une voie intrinsèque ou mitochondriale déclenchée lors d'un stress 
cellulaire. Les caspases sont les effecteurs communs à ces 2 voies. 
1.3.1.1 Les caspases 
L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est par définition un processus 
contrôlé impliquant l'activation de voies biochimiques précises dont les caspases 
sont les effecteurs. Les caspases représentent une famille de cystéine-protéases 
capables de cliver d'autres protéines à des sites consensus spécifiques. Les caspases 
sont classées en trois catégories : les caspases inflammatoires, les caspases 
initiatrices et les caspases effectrices (Lavrik et al., 2005). Les caspases 
inflammatoires sont essentielles dans la maturation de l'IL-1~ et IL-18 (Nadiri et al., 
2006) tandis que les deux autres catégories sont impliquées dans l'apoptose. 
Les caspases sont des zymogènes, c'est-à-dire des enzymes inactives 
nécessitant un changement biochimique pour leur activation. Les caspases inactives 
ou procaspases possèdent trois domaines: 2 sous-unités catalytiques (plO et p20) et 
un prodomaine N-terminal contenant des motifs structuraux appartenant à la 
superfamille des «domaines de mort». Ces «domaines de mort» se retrouvent sur 
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les procaspases inflammatoires et les caspases initiatrices et permettent le 
recrutement d'autres procaspases par des interactions homotypiques. Nous 
retrouvons deux types de domaines de mort : les DED (Death Effector Domain) 
présents dans les caspases initiatrices de la voie extrinsèque, et les CARD (Caspase 
Recruitment Domain) pour les autres procaspases. L'activation des procaspases 
débute par l'association de deux procaspases via leur domaine de mort, suivie d'une 
autoprotéolyse des domaines catalytiques menant à la formation d'un hétérotétramère 
de deux plO et de deux p20 tel que représenté sur la figure 5 (Lavrik et al., 2005). 
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Les procaspases comprennent 3 sous-unités : les deux sous-unités catalytiques et le 
prodomaine N-terminal. Suite à leur autoprotéolyse, il y a clivage des deux sous-unités 
catalytiques et formation de la caspase active comportant 2 petites et 2 grandes sous-unités 
catalytiques (Lavrik et al., 2005). 
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1.3.1.2 La voie extrinsèque 
L'organisme a développé plusieurs mécanismes permettant l'élimination des 
cellules indésirables par apoptose. Un de ces mécanismes implique la liaison d'un 
ligand de mort externe à son récepteur à la surface cellulaire et correspond à la voie 
extrinsèque. Les récepteurs pouvant mener à l'activation de l'apoptose font partie de 
la superfamille des récepteurs du TNF. Ces récepteurs sont caractérisés par un 
domaine intracellulaire appelé «death domaim> (DD). Les principaux« récepteurs de 
mort» sont le FAS (CD95), les récepteurs de TRAIL (TRAILR) et du TNF (TNFR) 
(Schulze-Osthoff et al., 1998,Wang et al., 2005). 
L'induction de l'apoptose par cette voie débute par la liaison du ligand à son 
récepteur à la surface cellulaire ce qui entraîne la formation d'un trimère de 
récepteurs. La formation de ce trimère mène au recrutement d'une protéine 
adaptatrice, appelée F ADD, par le DD retrouvé sur le domaine intracellulaire du 
récepteur et sur la protéine adaptatrice. Cette protéine adaptatrice possède un autre 
domaine, le «death effector domaine» (DED) qui se retrouve aussi sur les caspases 8 
et 10. À l'aide du domaine DED, il y a recrutement des procaspases 8 ou 10 
permettant un rapprochement favorable à l'autoprotéolyse nécessaire à l'activation 
des caspases. Les caspases initiatrices (caspases 8 ou 10) ainsi activées peuvent alors 
à leur tour activer les caspases effectrices (caspases 3/6/7). Les caspases effectrices 
activées lient et clivent leurs substrats induisant ainsi les changements de 
morphologie spécifiques de l'apoptose (Wang et al., 2005). 
21 
La caspase 8 activée peut aussi cliver la protéine Bid de la famille des 
protéines homologues Bcl-2. Le clivage de Bid mène à l'activation de la voie 
intrinsèque de l'apoptose qui sera discutée dans la prochaine section (Lavrik et al., 
2005). 
1.3.1.3 La voie intrinsèque 
La voie intrinsèque ou mitochondriale est activée lors d'un débalancement de 
l'homéostasie de la cellule, dont les causes sont nombreuses : stress oxydatifs, 
dommages cellulaires ou génomiques trop importants pour la viabilité de la cellule, 
et la perte de stimulation des voies de survie en sont les principales (Green & 
Kroemer, 2005). 
La v01e d'apoptose intrinsèque requiert une perméabilisation de la 
mitochondrie conduisant à la libération du cytochrome c (Cytc) dans le cytosol. Les 
protéines responsables de l'intégrité de la mitochondrie sont les protéines de la 
famille des homologues Bcl-2. Les membres de la famille Bcl-2 se caractérisent par 
leurs domaines BH (Bcl-2 homology), dont 4 ont été décrits (BHl, BH2, BH3, BH4). 
Ils sont divisés en deux catégories: ceux induisant l'apoptose (pro-apoptotiques) et 
ceux inhibant l'apoptose (anti-apoptotiques). Les protéines pro-apoptotiques se 
subdivisent en deux groupes : les protéines de la famille Bax contenant plusieurs 
domaines BH (BHl, BH2, BH3) et les protéines ne contenant qu'un seul groupe BH3 
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(famille BH3-only). Les protéines anti-apoptotiques contiennent les 4 domaines BH 
(Figure 6) (Kuwana & Newmeyer, 2003). La perméabilisation de la mitochondrie par 
des pores est due aux protéines pro-apoptotiques à plusieurs domaines (Bax, Bak et 
Bok). Ces protéines sont exprimées constitutivement dans la cellule et permettent 
une activation constante de l'apoptose. Pour empêcher cette induction, les protéines 
anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL) inhibent l'action des protéines pro-apoptotiques à 
plusieurs domaines. La survie de la cellule résulte de l'équilibre entre les protéines 
anti- et les pro-apoptotiques. Lors d'une induction d'apoptose, la cellule augmente 
l'expression et l'activité des molécules pro-apoptotiques « BH3-only », qui agissent 
en amont des protéines de la famille Bax, à multiples domaines. Leur fonction est de 
lier les protéines anti-apoptotiques, prévenant ainsi l'inhibition de Bax et Bak. De 
plus, les protéines pro-apoptotiques « BH3-only » peuvent aussi directement activer 
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Figure 6 : Classification et composition des homologues Bcl-2 
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Classification des homologues Bcl-2 selon leur composition. Les homologues anti-
apoptotiques contiennent les 4 sous-unités BH alors que les pro-apoptotiques n'ont pas de sous-
unité BH4. Les pro-apoptotiques se divisent en deux catégories : les homologues exprimant 3 
sous-unités BH3 et les homologues exprimant seulement Je domaine BH3 (Kuwana & 
Newmeyer, 2003) 
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La perte de l'homéostasie de la cellule induit un changement du ratio entre les 
protéines pro et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. L'augmentation de l'activité 
des protéines pro-apoptotiques peut résulter d'une augmentation de leur expression 
ou de leur activation par clivage ou phosphorylation. Alors que l'activité des 
protéines pro-apoptotiques augmente, la formation de pores qui en résulte sur la 
membrane externe de la mitochondrie permet la libération dans le cytosol du Cytc 
ainsi que d'autres protéines pouvant moduler l'activité des caspases (Bouchier-Hayes 
et al., 2005). Le Cytc se lie à la sous-unité WD40 de la protéine Apaf-1 induisant un 
changement de conformation de cette protéine. Ce changement libère la sous-unité 
CARD de Apaf-1 et permet l'assemblage de 7 protéines Apaf-1-Cytc. Cet oligomère 
favorise le recrutement des procaspases 9 à l'aide du domaine CARD qui se retrouve 
aussi sur la procaspase 9. Ce complexe comprenant le Cytc, Apaf-1 et la procaspase 
9 se nomme l'apoptosome. Dans l'apoptosome, les procaspases 9 sont suffisamment 
rapprochées pour leur autoprotéolyse et ainsi former la caspase 9 active. Cette 
caspase active peut cliver les procaspases effectrices conduisant à leur activation. 
1.3.1.4 Les caspases effectrices de /'apoptose 
Les changements morphologiques de la cellule ne sont pas le résultat de 
l'action directe des caspases effectrices (caspases 3/6 et 7), mais font suite aux 
actions des caspases effectrices sur différentes enzymes ou protéines (Lavrik et al., 
2005). Ainsi, la dégradation intemucléosomique de l'ADN se fait grâce au clivage de 
ICAD qui est une protéine inhibitrice de la DNase impliquée dans cette dégradation 
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(Nagata, 2000). Les caspases permettent le clivage et l'inactivation de l'enzyme 
PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) impliqué dans la réparation de l'ADN (Heeres 
& Hergenrother, 2007). Le clivage de la gelsoline par les caspases effectrices permet 
une rapide dépolymérisation du cytosquelette d'actine (Silacci et al., 2004). Ces 
quelques exemples illustrent l'action des caspases effectrices. L'ensemble des 
activations et inhibitions effectuées par les caspases mène à la dégradation de l' ADN 
et de protéines intracellulaires essentielles au fonctionnement de la cellule, et conduit 
à la formation de corps apoptotiques qui seront phagocytés par les macrophages 
environnants. Ceci permet une récupération de composantes cellulaires tout en 
évitant la lyse cellulaire qui pourrait induire une réaction inflammatoire. 
1.3.2 La régulation de l'apoptose 
Pour survivre, la cellule reçoit plusieurs signaux permettant d'inhiber la 
machinerie apoptotique. Les principaux signaux surviennent lors de la fixation de la 
cellule à la matrice extracellulaire par les intégrines et sous l'action de facteurs de 
croissance. En effet, ces signaux permettent l'activation de cascades de signalisation 
induisant l'activation des voies de PI3K/AKT et des ERK.s. L'activation de ces voies 
permet d'augmenter l'expression des protéines anti-apoptotiques et de diminuer celle 
des protéines pro-apoptotiques. De plus, il a été démontré que ces kinases inhibaient 
certains homologues Bcl-2 pro-apoptotiques par régulation génique, par 
phosphorylation, par séquestration ou encore par épissage différentiel (Martin & 
Vuori, 2004). En l'absence de facteur de croissance ou lors d'une perte de contact 
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avec la matrice extracellulaire, les voies de survie ne sont plus activées entraînant 
l'augmentation de l'activité des protéines pro-apoptotiques déclenchant l'activation 
des voies d'apoptose. 
L'apoptose peut aussi être induite lors d'un stress qui active les voies de p38 
et de JNK. Un stress oxydatif ou une irradiation aux UV sont des exemples de stress 
possible pouvant mener à l'activation de ces voies. D'autres stimuli, comme le TGF-
p, permettent l'activation de ces voies. Il a été proposé que l'induction de l'apoptose 
par JNK et p38 serait le résultat d'une inhibition de ERK. (Junttila et al., 2008) 
D'autres travaux montrent que p38 et JNK augmentent l'activité de Bax et Bid ce qui 
entraine la libération du cytochrome c de la mitochondrie suivie de l'apoptose 
(Sumbayev & Yasinska, 2005). 
Lors de ces stress, l 'ADN peut subir des dommages qui doivent être réparés 
pour le bon fonctionnement de la cellule. Le gardien du génome est la protéine p53 
ayant pour fonction de détecter les problèmes au niveau de l' ADN et d'induire sa 
réparation. Si les dommages sont trop importants, p53 agit comme facteur de 
transcription pro-apoptotique. En effet, p53 peut induire l'expression de Bax et 
diminuer celle de Bcl-2. De plus, elle peut augmenter l'expression de Fas pour 
augmenter la sensibilité de la cellule au FasL (Chowdhury et al., 2006). 
D'autre part, une cellule endommagée peut aussi être reconnue par des 
cellules environnantes qui peuvent induire l'apoptose via la sécrétion de ligand pour 
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les récepteurs de mort. Ces médiateurs, principalement FasL et TRAIL, lient leur 
récepteur de mort respectif et induiront l'apoptose via la voie extrinsèque (Adrain & 
Martin, 2001). 
Certaines protéines ont été identifiées par leur capacité à inhiber l'apoptose 
d'où leur nom de protéines inhibitrices d'apoptose (IAP, lnhibitors of Apoptosis). 
Leur expression est ubiquitaire dans tous les tissus adultes et foetaux. La structure 
des IAPs est similaire par leurs domaines «Baculovirus IAP Repeat>> (BIR). Les IAPs 
inhibent l'apoptose à l'aide d'interaction avec les caspases en empêchant leur 
activation ou leur activité. Il existe plusieurs IAPs (XIAP,c-IAPl,c-IAP2, Survivin) 
capables d'inhiber les principales caspases initiatrices (8 et 9) et effectrices (3,6 et 7) 
(Hunter et al., 2007). L'expression génique des IAPs est étroitement régulée. 
L'activation de facteurs de transcription favorisant la survie cellulaire stimule la 
transcription de plusieurs IAPs. D'un autre côté, les IAPs peuvent être inhibées par 
certaines protéines libérées en même temps que le cytochrome c. Lors de la 
perméabilisation de la mitochondrie, il peut y avoir translocation des protéines 
Smac/DIABLO, Omi/Htra2 et XAF-1 dans le cytosol et ces protéines peuvent 
inhiber directement l'activité des IAPs (Nachmias et al., 2004). 
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1.3.3 Apoptose des ostéoclastes 
Comme il a été mentionné dans la section 1.2.3.2, la résorption osseuse 
effectuée par les ostéoclastes est en partie contrôlée par leur apoptose. Dans cette 
section, nous verrons quels stimulis et quels mécanismes sont impliqués dans 
l'apoptose des ostéoclastes. 
Le M-CSF, le RANKL, le TNF et l'IL-1 permettent d'activer les facteurs de 
transcription nécessaires à la survie de l'ostéoclaste (NF-KB, NFATcl, c-Fos et 
PU.1). L'augmentation de l'expression de Bcl-2, de Bcl-xL et de XIAP par ces 
facteurs de transcription permet la survie des ostéoclastes. En l'absence de ces 
facteurs, le niveau d'expression de Bim est augmenté ce qui favorise l'apoptose par 
la voie intrinsèque. Les voies de survie (PI3K/AKT et ERK.) sont activées par ces 
facteurs de croissance et par les intégrines qui permettent l'adhésion de la cellule à la 
surface de l'os. Cette activation mène à la phosphorylation de la protéine Bad et de la 
caspase 9 prévenant l'activation de la cascade apoptotique (Tanaka et al., 2006). De 
plus, la phosphorylation de la MAPK p38 par l'IL-1~ permet d'augmenter la survie 
de l'ostéoclaste ce qui suggère que p38 pourrait être impliquée dans la survie de 
l'ostéoclaste (Yamashita et al., 2008). Des facteurs endogènes comme la PTH et la 
1,25(0H)2 vitamine D3 préviennent l'apoptose en stimulant l'expression de RANKL 
et en diminuant celle de l'OPG par les cellules stromales (Xing & Boyce, 2005). 
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D'un autre côté, plusieurs facteurs induisent directement l'apoptose des 
ostéoclastes. Les estrogènes sont de puissants inducteurs de l'apoptose des 
ostéoclastes, mais leurs mécanismes d'action à ce niveau ne sont pas clairement 
définis. Il a été proposé que les estrogènes pourraient augmenter la sensibilité des 
ostéoclastes à l'apoptose en augmentant le ratio Bax: Bcl-2 (Saintier et al., 2006) ou 
en augmentant l'expression de FasL et du TGF-P par les ostéoblastes (Hughes et al., 
1996,Krum et al., 2008). Depuis quelques années, plusieurs travaux ont montré 
l'implication du TRAIL dans l'apoptose des ostéoclastes. Tout a débuté en 2005 par 
la démonstration d'une expression des récepteurs de TRAIL à la surface des 
ostéoclastes et de leur implication dans l'apoptose de ces cellules (Roux et al., 2005). 
Depuis, d'autres travaux ont aussi montré l'implication du TRAIL dans l'apoptose 
des ostéoclastes en activant la voie extrinsèque (Brunetti et al., 2007,Colucci et al., 
2007). FasL et TGF-P permettent aussi d'induire l'apoptose des ostéoclastes (Roux et 
al., 2005). Certains agents pharmacologiques comme les bisphosphonates, molécules 
utilisées pour leurs propriétés anti-résorptives dans le traitement de la maladie de 
Paget et dans l'ostéoporose, induisent fortement l'apoptose des ostéoclastes (Hughes 
& Boyce, 1997). A ce jour, les mécanismes impliqués dans l'apoptose des 
ostéoclastes sont incomplètement compris et constituent un champ d'intérêt majeur 
pour de futures études dans le domaine de l'os. 
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1.4 Le Transforming Growth Factor-13 
Les mécanismes impliqués dans l'induction de l'apoptose des ostéoclastes par 
le TGF-P ne sont actuellement pas connus. Cet aspect représente une des thématiques 
du travail de maîtrise rapporté ici, ce pourquoi nous présenterons à ce stade les 
connaissances actuelles sur le rôle du TGF-P dans le tissu osseux. 
Les actions du TGF-P sont multiples et ce facteur de croissance a été impliqué 
dans des processus aussi variés que la prolifération cellulaire, la différenciation, 
l'apoptose, la migration, la production de matrice extracellulaire et l'angiogénèse 
(Rahimi & Leof, 2007). Le TGF-P est le chef de file d'une famille comprenant les 
trois isoformes du TGF-p, les "Bone morphogenic protein" (BMPs), l'activine, 
l'inhibine et l'hormone anti-Mullerian. Dans l'os, !'isoforme 1 du TGF-P (TGF-Pl) 
est la plus abondante et il s'agit d'un important régulateur des ostéoblastes et des 
ostéoclastes (Fox & Lovibond, 2005). 
1.4.1 La production et la maturation du TGF-P dans l'os 
La production du TGF-Pl débute par la synthèse du pré-pro- TGF-Pl 
comprenant 390 acides aminées formant trois domaines distincts : le peptide signal 
(SP), le peptide latent associé (LAP) et le peptide mature. Par la suite, deux pré-pro-
TGF-P 1 vont former un dimère secondairement clivé par la furine entre le peptide 
mature et le LAP. Un complexe est alors formé, le petit complexe latent (SLC) 
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associé au peptide mature. La liaison de la protéine de liaison du TGF-P latent 
(L TBP) avec le SLC mène à la formation du grand complexe latent (LLC) (Gentry et 
al., 1988) (Figure 7). Le TGF-Pl est sécrété par les ostéoblastes lors de la synthèse 
de la matrice osseuse et reste contenu dans celle-ci (Dallas et al., 1994). 
Lors de la résorption osseuse par les ostéoclastes, le TGF-Pl est libéré de la 
matrice osseuse pour se retrouver dans le micro-environnement de l'os. L'action des 
protéases produites par l'ostéoclaste permet le clivage du TGF-Pl latent (LTBP) qui 
se fixe à la matrice osseuse pour permettre la libération du SLC. Le seul mécanisme 
qui ait été proposé pour expliquer l'activation du TGF-Pl implique le milieu acide 
produit par l'ostéoclaste. En effet, l'acidification du milieu pourrait mener à la 
rupture du lien non-covalent entre le LAP et le TGF-Pl mature permettant ainsi la 
libération du TGF-Pl mature pour qu'il puisse agir sur les cellules environnantes 
(Janssens et al., 2005). 
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Pre-pro-TGF-~1 
Petit complexe latent • 
Grand complexe latent • 
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Figure 7: Synthèse du TGF-~ 
La synthèse débute par la production du pré-pro- TGF-Pl. Suite au clivage du LAP par la 
furine, il y a formation du petit complexe latent (SLC) et suite à la liaison du L TBP, il y a la formation 
du grand complexe latent (Janssens et al. , 2005). 
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1.4.2 La signalisation du TGF-Pl 
Les actions du TGF-Pl sont nombreuses et complexes dans tous les types 
cellulaires, mais la signalisation intracellulaire implique les mêmes cascades. Le 
récepteur du TGF-Pl comporte 2 chaînes, le TGF-P-RII qui permet la liaison du 
TGF-pl, et le TGF-P-RI qui est recruté secondairement et permet la transduction du 
signal. Après liaison à son récepteur, le TGF-Pl peut activer deux voies: la voie des 
Smads et la voie des MAPKs. 
1.4.2.1 La voie des Smads 
Les protéines Smads sont des homologues de deux protéines de la 
drosophile : «mothers against decapentaplegic » (MAD) et la protéine «C. elegans» 
SMA. Le nom Smad est la combinaison de ces deux noms (Massague et al., 2005). 
L'activation de cette voie (Figure 8) implique premièrement la liaison du TGF-Pl 
mature à son récepteur de type 2 (TGF-PRII) à la surface cellulaire. Cette liaison est 
suivie du recrutement du TGF-PRI pour former un hétérodimère correspondant au 
récepteur actif. L'activation du récepteur permet la phosphorylation directe des 
Smad-récepteurs (R-Smad) par le TGF-PRI sur le motif Ser-Ser-X-Ser de la partie C-
terminale. Ces phosphorylations sont facilitées par la protéine SARA («Smad anchor 
for receptor activation>>) et HRS/HGS («hepatocytes growth factor-regulated tyrosine 
kinase substrate»). Ces protéines aident au recrutement et à la phosphorylation des 
Smads 2 et 3 au récepteur actif. Une fois les Smads 2-3 phosphorylées, celles-ci se 
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dissocient du récepteur et recrutent la «common-mediator Smad 4» (co-Smad4) pour 
former un complexe oligomérique. Après translocation au noyau, ce complexe se lie 
au SBE de l'ADN: GTCT (Smad binding elements: séquences riches en GC dans 
certains promoteurs). D'autre part, les 1-Smad (inhibitory Smads) peuvent réguler 
négativement la signalisation du TGF-Pl. Dans le cas du TGF-Pl, les 1-Smads 
entrent en compétition avec les Smad2-3 au niveau du TGF-PRI (Rahimi & Leof, 
2007). 
1.4.2.2 La voie des MAPK 
La voie des Smads est la principale cascade de signalisation impliquée lors de 
l'activation des récepteurs du TGF-Pl. Mais le TGF-Pl peut également induire 
l'activation des MAPK telles que ERK, p38 et JNK. L'activation des MAPKs 
(Figure 8) peut être lente ou rapide (entre 5 et 15 minutes) impliquant une activation 
via la voie des SMADs ou par une activation directe des MAPKKK. Par contre, les 
mécanismes d'activation des MAPK par les TGF-PR ne sont pas totalement compris. 
Certaines évidences montrent que ERK pourrait être activée via Ras et que JNK et 
p38 pourraient être activées par différentes MAPKKK comme TAKl (TGF-P-
activated kinase 1) et MKK3. De plus, la protéine Daxx pourrait servir de protéine 
adaptatrice permettant de lier les TGF-PR à la machinerie apoptotique et à la voie de 
JNK. Comme pour les actions du TGF-Pl, l'activation des MAPK dépend du type 
cellulaire impliqué (Javelaud & Mauviel, 2005). 
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Figure 8 : Signalisation de la voie des Smads et de la voie des MAPK 
La liaison du TGF-~1 à son récepteur mène à la formation d'un complexe comprenant 
les Smads 2-3 et 4 qui peut être transloqué au noyau pour induire l'expression des gènes cibles. 
L'activation des MAPKs implique plusieurs protéines comme Daxx, ASKl, TAKl, Ras et les MEKK 
4/3/6 pouvant mener à l'activation de ERK, JNK et p38. Figure adaptée de (Javelaud & Mauviel, 
2005) 
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1.4.3 L'induction de l'apoptose par le TGF-131 
Le TGF-Pl est impliqué dans la prolifération et la différenciation cellulaire, 
mais aussi dans l'apoptose dans différentes situations. Ces différentes fonctions 
varient selon les cellules étudiées, la concentration utilisée ou le temps d'exposition. 
Pour induire l'apoptose, le TGF-Pl n'utilise pas un mécanisme spécifique et unique, 
mais différentes voies selon les conditions. Le TGF-Pl peut ainsi activer l'apoptose 
via l'activation de la voie des Smads ou celle des MAPKs. 
1.4.3.1 L'induction de /'apoptose par la voie des Smads 
L'activation de la voie des Smads mène à la formation d'un complexe 
protéique agissant comme un facteur de transcription pouvant moduler l'expression 
de gènes cibles dont plusieurs sont impliqués dans l'apoptose de la cellule. 
Premièrement, le TGF-Pl peut moduler l'expression des homologues Bcl-2 qui sont 
directement liés à l'apoptose. Il a été montré que le TGF-Pl pouvait induire 
l'expression de Bim (Ohgushi et al., 2005,Ramjaun et al., 2007,Wildey et al., 2003) 
et de Bmf (Ohgushi et al., 2005,Wildey et al., 2003). L'expression de Bax peut être 
augmentée par le TGF-Pl (Teramoto et al., 1998). D'un autre côté, la voie des 
Smads permet la répression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL 
(Wildey et al., 2003) (Francis et al., 2000). La voie des Smads peut aussi modifier 
l'activité de certains homologues pro-apoptotiques. En effet, le TGF-Pl peut induire 
le clivage et l'activation de Bad de façon Smad dépendante (Kim et al., 2002). Une 
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augmentation de l'expression des homologues pro-apoptotiques combinée à une 
diminution de celle des protéines anti-apoptotiques mène à la perte de l'intégrité de 
la mitochondrie donc à la libération du cytochrome c dans le cytosol, et à l'activation 
de la voie apoptotique intrinsèque. 
L'activation de la voie des Smads permet l'augmentation de l'expression de 
deux protéines impliquées dans l'apoptose: GADD45B «Growth arrest and DNA-
damage» et DAP-kinase «Death-associated protein kinase». Le gène de GADD45B 
est induit par p53 et GADD45B pourrait être impliqué dans la vérification G2/M lors 
de la réplication de l'ADN. Il pourrait induire l'apoptose par l'activation de p38 et/ou 
JNK (Sheikh et al., 2000). La DAPkinase est une kinase sérine/thréonine régulée par 
le Ca2+/calmoduline (CaM) qui peut moduler l'apoptose. L'activation de DAPkinase 
se fait lors d'une élévation du calcium intracellulaire souvent observée lors de 
l'induction de l'apoptose et par la déphosphorylation de la sérine 308. Les effets les 
mieux connus de DAPkinase sont sur le cytosquelette. La DAPkinase est impliquée 
dans la formation des corps apoptotiques et la perte de l'attachement à la matrice 
extracellulaire. Ces actions peuvent être expliquées par les capacités de DAPkinase à 
phosphoryler la chaîne légère de la myosine II pour son activation menant à un 
changement au niveau du cytoskelette(Bialik & Kimchi, 2006). Le complexe des 
Smads ne semble pas avoir des effets sur l'expression des protéines inhibitrices 
d'apoptose (IAP) mais il a été rapporté que les XIAP pouvaient diminuer l'induction 
de l'apoptose en se liant aux membres des cascades induites par le TGF-~1 (Birkey 
Reffey et al., 2001). 
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Les Smads inhibiteurs, comme Smad7, peuvent avoir un rôle dans l'apoptose. 
De façon générale, les Smads inhibiteurs diminuent l'induction de l'apoptose par le 
TGF-Pl en inhibant l'interaction des Smad2/3 avec les récepteurs (Balder et al., 
2005), mais dans des systèmes de surexpression, Smad7 permet l'induction de 
l'apoptose par une activation de p38 et de JNK (Edlund et al., 2003,Mazars et al., 
2001). Smad7 servirait dans ce cas de protéine adaptatrice favorisant l'interaction 
entre le récepteur du TGF-P et MKK.3. 
1.4.3.2 L'induction de l'apoptose par la voie de p38 
Le TGF-Pl pourrait activer trois voies différentes des MAPK: ERK, p38 et 
JNK. La voie de ERKl/2 est principalement impliquée dans la prolifération, la 
migration et la différenciation cellulaire. D'un autre côté, JNK et p3 8 exercent un 
effet positif ou négatif sur l'apoptose régulée par le stress. De façon générale, l'état 
de la cellule est le résultat de la balance d'activité de ces trois voies lors d'une 
stimulation par le TGF-Pl (Sanchez-Capela, 2005). 
La MAPK p38 possède quatre isoformes (a, p, o et y) qui sont exprimées de 
façon différentielle selon les tissus (Olson & Hallahan, 2004). De plus, les kinases 
capables d'activer p38 (MKK.6, MKK.4 et MKK3) n'ont pas toutes les mêmes cibles. 
Par exemple, MKK3 active les isoformes alpha, delta et gamma et l'induction de 
l'apoptose par p38 pourrait dépendre de !'isoforme selon les types cellulaires (Davis, 
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2000). Le mécanisme utilisé par p38 pour mener à l'apoptose n'est pas encore connu, 
mais les monoamines oxydase et p53 pourraient être impliquées. D'autres 
observations ont été faites dans des cellules lymphomateuses de type B objectivant 
une activation de la caspase 8 et de Bid via p38 en présence de TGF-Pl. D'un autre 
côté, TGF-Pl permet une activation rapide ou lente de p38 selon le type cellulaire. 
L'activation rapide serait médiée via TAKl alors que l'activation lente serait médiée 
par l'augmentation d'expression et d'activité de GADD45B. En résumé, l'induction 
de l'apoptose via p38 est variable et dépendante en particulier du type cellulaire. 
1.4.3.3 L'induction de /'apoptose par la voie de JNK 
L'activation de JNK nécessite, comme dans le cas de p38, l'interaction de 
protéines adaptatrices. La protéine Daxx interagit avec le récepteur de type II du 
TGF-P et, à l'aide de ASKl, permet l'activation de JNK. De plus, TAKl permet 
l'activation de JNK (Sanchez-Capelo, 2005). Les mécanismes utilisés par JNK pour 
l'induction de l'apoptose ne sont pas entièrement connus. Certaines observations 
semblent montrer que la coopération entre les facteurs de transcription des Smads et 
de AP-1 (dimère JunD-FosB) permet de restreindre l'expression de gènes spécifiques 
de l'apoptose. JNK pourrait avoir des actions autres que l'induction d'expression de 
gènes. Par exemple, la translocation rapide de JNK2 à la mitochondrie pourrait 
induire la libération du Cytc. JNK pourrait aussi phosphoryler Bim permettant 
l'activation de l'apoptose via Bax et la libération de Cyt c (Sanchez-Capelo, 2005). 
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1.4.4 Les actions du TGF-131 dans les cellules osseuses 
1.4.4.1 Les actions du TGF-61 sur les ostéoblastes 
De façon générale, le TGF-Pl augmente la formation osseuse in vitro et in 
vivo. Il favorise le recrutement des cellules progénitrices ostéoblastiques et stimule 
leur différenciation initiale et leur prolifération. Il ne peut toutefois induire une 
différenciation complète en ostéoblaste mature. De plus, TGF-Pl inhibe l'apoptose 
des ostéoblastes. Dans l'étape tardive de la différenciation, l'action du TGF-Pl 
s'oppose à celle de BMP2 qui est le principal facteur induisant la différenciation des 
ostéoblastes. Les différences entre les fonctions positives ou négatives du TGF-Pl 
seraient dues au changement du niveau d'expression de ses récepteurs dans les 
différentes phases de différenciation. En effet, une diminution de l'expression du 
TGF-RI et TGF-RII est observée au cours du processus de différenciation (Janssens 
et al., 2005). Par ailleurs, le TGF-Pl inhibe l'expression de Runx2 via la voie Smad3, 
Runx2 étant le principal facteur de transcription impliqué dans la formation osseuse 
(Alliston et al., 2001). Ces différents résultats reflètent un rôle plus régulateur de la 
formation osseuse attribué au TGF-P 1. 
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1.4.4.2 Les actions du TGF-81 sur les ostéoclastes 
Encore une fois, les actions du TGF-Pl sur les ostéoclastes sont divergentes. 
Les résultats obtenus varient selon le type de culture, la concentration utilisée et le 
temps d'exposition au TGF-Pl. 
Les effets du TGF-Pl dans un système de coculture, système dans lequel les 
ostéoblastes sont présents pour permettre la différenciation des ostéoclastes, le TGF-
Pl semble être un inhibiteur de la formation ostéoclastique. En effet, le TGF-Pl 
permet l'augmentation d'expression de l'OPG et une diminution de l'expression du 
RANKL et cela, à forte concentration c'est-à-dire à des concentrations comprises 
entre 0, 1 à 10 ng/ml (Takai et al., 1998). À des concentrations plus faibles (1-1 OO 
pg/ml), une augmentation de la formation ostéoclastique est observée (Kale & 
Vaidya, 2004). Ces effets contradictoires pourraient s'expliquer par une activation de 
ERK à faible concentration et de p38 à forte concentration (Kale, 2004). 
Le TGF-Pl peut aussi avoir des actions directes sur l'ostéoclaste. De 
nombreux travaux ont montré que le TGF-Pl stimulait directement la formation 
ostéoclastique chez la souris et chez l'humain. En effet, à des concentrations de 0,1 
ng/ml et plus en TGF-pl, une augmentation de l'expression de RANK, du CTR ainsi 
que de l'intégrine avp3 est observée en présence de TGF-Pl ajouté dans les premiers 
jours de la différenciation (Orcel et al., 1990); (Fuller et al., 2000). L'induction de 
l'ostéoclastogénèse serait principalement due à l'activation du facteur de 
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transcription NF-KB dans les précurseurs ostéoclastiques, stimulée par le TGF-Pl 
chez la souris à de fortes concentrations (KANEDA ET AL., 2000). De plus, 
l'expression du facteur de transcription NF A Tc 1 est aussi directement stimulée par le 
TGF-Pl encore une fois chez la souris à de fortes concentrations (Fox et al., 2008). 
Cette augmentation de NFATcl pourrait résulter de l'activation de la MAPK p38 par 
le TGF-Pl (Karsdal et al., 2003);(Huang et al., 2006). 
Les effets du TGF-Pl sont en fait complexes: si le TGF-Pl stimule 
l'expression de certains marqueurs du phénotype ostéoclastique comme RANK, le 
VNR ou le CTR, en revanche il diminue la prolifération des précurseurs 
ostéoclastiques mononucléés et leur fusion en cellules multinucléées (Orcel et al., 
1990). 
Par ailleurs, plusieurs travaux ont montré chez la souris et chez l'homme que 
le TGF-P induisait l'apoptose des ostéoclastes matures (Hughes et al., 1996) ;(Roux 
et al., 2005). Toutefois les mécanismes conduisant à cette apoptose sont actuellement 
mconnus. 
Il a été reporté quelques études in vivo, où les ostéoclastes sont présents dans 
un environnement comportant plusieurs types cellulaires capables de répondre au 
TGF-p, une production exagérée de TGF-P2 dans un modèle de souris transgénique 
conduisait à une augmentation de la résorption osseuse et une diminution de la masse 
osseuse (Erlebacher & Derynck, 1996). En revanche dans un modèle murin où la 
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signalisation du TGF-P est inhibée, on observe une augmentation de la masse osseuse 
est observée (Dabovic et al., 2005). 
Globalement, c'est-à-dire in vivo, le TGF-P est considéré comme un 
inhibiteur de la formation ostéoclastique et de la résorption osseuse, possiblement du 
fait de la diminution du ratio RANKL:OPG qu'il entraîne. 
Le TGF-Pl semble avoir un rôle important sur le contrôle du remodelage 
osseux. Il stimule la formation ostéoclastique initiale mais bloque également la 
résorption osseuse en induisant l'apoptose des ostéoclastes, et en diminuant le ratio 
RANKL:OPG dans le microenironnement osseux. Par ailleurs le TGF-Pl apparaît 
comme un régulateur de la formation osseuse, il stimule la différenciation 
ostéoblastique et inhibe l'apoptose des ostéoblastes, mais il exerce également un 
effet inhibiteur sur l'expression des PAL et la minéralisation via une inhibition de 
Runx2. 
Ces données font du TGF-Pl un facteur régulateur du remodelage osseux. Le 
TGF-Pl pourrait en particulier être impliqué dans le couplage entre résorption 
osseuse et formation osseuse 
Le travail présenté dans ce mémoire traite dans une première partie, de l'effet 
de l' ostéoprotégérine sur la survie des ostéoclastes, en présentant les principaux 
résultats et l'article tirés de ces travaux. La deuxième partie évalue les effets du TGF-
p sur les ostéoclastes, en particulier son rôle dans l'apoptose et les mécanismes 
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impliqués dans cet effet pro-apoptotique. Dans l'ensemble du travail nous avons 
utilisé un modèle de différenciation ostéoclastique in vitro à partir de monocytes 
foetaux provenant de sang de cordon ombilical nous permettant d'évaluer l'effet de 
ces facteurs sur des ostéoclastes humains matures. 
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2 MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Réactifs utilisés 
Les cytokines, les facteurs de croissance, TRAIL humain recombinant 
(rhTRAIL), rh M-CSF, rhGM-CSF, de même que l'OPG et la Staurosporine 
proviennent de R&D Systems, de même que l'anticoprs anti-hTRAIL, le rhTGF-13 
provient de Peprotech. Les anticorps anti-caspases (-3, -8, -9), les anticorps anti-
actine, et les anticorps dirigés contre les parties phosphorylées ou non phosphorylées 
des Smad, ERK, p38 et JNK, les anticorps HRPanti-lapin proviennent de Cell 
Signaling. À l'exception des anti-caspases-8 qui sont des monoclonaux de souris, 
tous les anticorps de Cell Signaling sont des anticorps monoclonaux de lapin. Les 
anticorps polyclonaux de chèvre dirigés contre les récepteurs du TGF-13 (RI et RII) et 
les anticorps polyclonaux de lapin anti-homologues Bcl-2 proviennent de Santa Cruz. 
L'anticorps HRP anti-souris et le Ficoll-Paque proviennent de Amersham 
Biosciences, le DMEM et les antibiotiques sont de chez Wisent et finalement, 
l'OPTI-MEM de chez Gibco. 
2.2 Cultures de monocytes de sang de cordon ombilical 
Le sang de cordon ombilical humain est prélevé stérilement immédiatement 
après la délivrance, après consentement éclairé de la femme, et recueilli dans des 
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tubes héparines. Une quantité de 50 ml environ par sang est en moyenne obtenue. 
Après dilution volume à volume dans du DMEM, les leucocytes mononucléés sont 
séparés par centrifugation sur un gradient de densité (Ficoll-Paque), la suspension 
cellulaire de faible densité à !'interphase sérum/Ficoll contient les cellules 
mononucléées (cellules monocytaires et lymphocytes). Cette fraction cellulaire est 
prélevée, lavée par centrifugation dans du D-MEM, le culot cellulaire est resuspendu 
et le nombre de cellules obtenues est compté à l'aide d'une cellule de Malassez, après 
ajout de 8% v/v d'une solution de 80 g de NH;Cl dans du PBS lX afin de détruire les 
globules rouges. La viabilité des cellules est évaluée par exclusion du bleu de trypan; 
les cellules sont de nouveau lavées par centrifugation, et le culot cellulaire 
resuspendu dans le milieu de culture composé de milieu OPTI-MEM, contenant 2% 
de sérum de bovin foetal (FBS; Gibco), des antibiotiques (1 % 
pénicilline/streptomycine et 0,2% d'amphotéricine B), de la glutamine 2 mM. Le 
volume dans lequel est repris le culot permet d'obtenir une suspension cellulaire 
contenant 3x106 cellules /ml qui est placée dans des chambres de culture en 
plastique, Lab-Tek®, 0,4 ml par puits. Après une nuit d'incubation à 37°C en 
atmosphère humidifiée air- 5% C02, les cultures sont lavées afin d'éliminer les 
cellules non adhérentes, puis les cellules sont mises en culture dans le même milieu 
et du GM-CSF 100 pg/ml est ajouté pour 3 jours. Par la suite, le milieu est changé 
deux fois par semaine avec du OPTI-MEM 2% FBS plus antibiotiques en présence 
de M-CSF 25 ng/ml et RANKL (produit au laboratoire) 100 ng/ml. Après 21 jours de 
culture, des ostéoclastes matures pleinement différenciés sont obtenus. Les 
conditions d'étude de l'apoptose comportent une déprivation en facteurs de 
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différenciation M-CSF et RANKL, et le taux de sérum est diminué à I % FBS pour 
une période de 24 heures. 
2.3 Expression et purification de RANKL 
Le vecteur d'expression pGEX a été transformé dans des bactéries E.coli 
BL21 compétentes. Mm d'obtenir une quantité élevée de bactéries capables de 
produire le RANKL, une colonie est inoculée dans des tubes contenant 50 mL de 
milieu LB avec 50 µg/mL d'ampicilline et incubée sous agitation à 37°C jusqu'au 
lendemain. Ces cultures sont alors ajoutées à 500 mL de nouveau milieu LB 
supplémenté d'ampicilline et incubés à 37°C sous agitation jusqu'à l'obtention d'une 
densité optique (DO) se situant entre 0,6 et 0,8 à une longueur d'onde de 595 nm. Par 
la suite, l'ajout de 2 mM d'IPTG aux bactéries permet l'induction de l'expression des 
protéines. Ces cultures sont incubées avec agitation à 22°C jusqu'au lendemain. Par 
la suite, les bactéries sont récoltées par centrifugation à 3000 rpm pour 25 minutes à 
4 °C. Le culot est resuspendu dans du tampon de lyse à 4°C (PBS IX, pH 7.4, 1 % 
Triton X-100, 1/IOOO CLAP, 1/1000 PMSF). La lyse bactérienne est poursuivie par 6 
cycles de sonications sur glace de 30 secondes à 35 % d'intensité. Le lysat est ensuite 
centrifugé à 13000 rpm pour 15 min à 4°C. Le surnageant est recueilli et est ajouté 
aux billes de glutathione-sépharose (GE Healthcare) préalablement lavées avec du 
PBS IX froid. Ce mélange est agité par rotation à 4 °C pendant 30 minutes et est 
suivi d'une centrifugation à 1500 rpm pour 5 minutes à 4 °C. Le surnageant est 
éliminé et les billes sont ensuite lavées à 8 reprises avec du PBS IX froid. Les 
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lavages se font de la même façon, c'est-à-dire avec l'ajout de 8 ml de PBS lX froid 
aux billes suivi de 5 minutes d'agitation et terminés par une autre centrifugation pour 
éliminer le surnageant. Les billes sont transférées dans un tube eppendorf, 250 µL de 
tampon d'élution sont ajouté (20mM glutathion dans 50mM Tris-HCl pH 8.0), et 
sont incubées avec agitation à température ambiante pour 20 minutes. Le tube est 
centrifugé à 5000 rpm pendant 5 minutes et le surnageant est recueilli dans un autre 
tube. L'élution est répétée à 4 autres reprises. Toutes les fractions éluées sont 
analysées par SDS-PAGE et la concentration de protéines est déterminée à l'aide du 
kit «RC DC protein assay» (Bio-Rad). Les éluats sont combinés et entreposés en 
aliquots de 100µ1 à -80 °C. L'efficacité biologique de la protéine est vérifiée par des 
essais de différenciation sur plastique et sur lamelles osseuses. 
2.4 Évaluation de l'apoptose par technique du TUNEL 
Pour détecter et quantifier l'apoptose des ostéoclastes, nous avons utilisé le 
kit TACS Blue Label de R&D Systems. Cette technique dérivée du TUNEL permet 
de visualiser la dégradation internucléosomale de l 'ADN à l' échel cellulaire par 
cytochimie. 
Les cellules sont cultivées comme mentionné (§ 2.2), placées à 3x106 cellules 
/ml dans des chambres de culture sur lame de verre, Lab-Tek®, 0,4 ml par puits. A la 
fin des cultures, les cellules sont fixées pendant 10 minutes à -20°C avec une solution 
glaciale de 2 volumes d'éthanol et de 1 volume d'acide acétique (2 : 1). La fixation 
est suivie par 8 lavages de 15 minutes au PBS lX pour bien réhydrater les cellules. 
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La fixation avec cette solution perméabilise les membranes. Le contrôle positif (2 µL 
de Nucléase diluée dans 100 µL de «Nucléase buffern) est incubé dans le puits 
correspondant pendant 20 minutes à 37 °C. Les autres puits sont remplis de PBS lX 
pendant ce temps. Par la suite, la lame est démontée et elle est trempée pendant 5 
minutes à température ambiante dans une solution de peroxydase (5 ml de H20 2 dans 
45 ml de Méthanol). La lame est ensuite plongée dans du PBS lX à 3 reprises 
pendant 5 minutes, puis plongée 5 minutes dans le tampon «TdT Labelling» (5 ml de 
«TdT Labelling Buffer lOX» dans 45 ml d'eau nanopure). La lame est ensuite placée 
dans une chambre humide et 20 µl du mélange de réaction sont ajoutés sur la lame 
pour une durée de 2 heures à 37 °C. Le mélange de réaction est fait de 3,6 µL de 
TdT-dNTP, 3,6 µL de Manganèse, 3,6 µl d'enzyme TdT dans un volume de 180 µl 
du tampon de «TdT Labelling». Après 2 heures d'incubation, la lame est placée 
pendant 5 minutes à température ambiante dans le tampon «STOP TdT» (5 ml de 
«STOP TdT buffer lOX» dans 45 ml d'eau nanopure). La lame est plongée dans 
l'eau nanopure à 3 reprises et les côtés sont séchés pour y ajouter la solution de 
Streptavidin-HRP (1 µL de «Streptavidin-HRP» dans 375 µL de «Blue-Streptavidin-
HRP diluent»). Une incubation à température ambiante de 30 minutes s'en suit et la 
lame est plongée dans l'eau nanopure à 3 reprises. Les côtés sont séchés et le 
marquage bleu des noyaux se fait avec la solution de «TdT Blue-label» pour 5 
minutes. Le marquage se fait suite à une réaction enzymatique qui produit un 
précipité insoluble de couleur bleue. La lame est encore une fois lavée à l'eau et un 
contre-marquage est effectué avec la solution «nuclear F AST-red» pendant 30 
minutes pour donner une coloration rose aux noyaux non-apoptotiques. Pour bien 
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enlever les traces d'eau, la lame est trempée dans une série de 4 solutions d'éthanol à 
concentration croissante (70%, 95% et 100%), puis dans une solution de xylène. La 
lame est montée dans un milieu hydrophobe et le marquage est regardé dans le 
visible au microscope, la quantification de l'apoptose est réalisée par comptage 
manuel. Les cellules ayant plus que 3 noyaux sont considérées comme des 
ostéoclastes. Les ostéoclastes ayant les noyaux bleus sont considérés apoptotiques ce 
qui permet d'obtenir un pourcentage de cellules multinucléées apoptotiques par 
rapport au nombre total de cellules multinucléées. 
2.5 lmmunobuvardage de type Western 
L'analyse par Western permet d'étudier l'expression de différentes protéines 
à partir d'une extraction protéique des cultures. À la fin des cultures, les cellules sont 
lavées à deux reprises avec du PBS lX froid le contenu cellulaire est recueilli à l'aide 
d'un tampon de lyse (150 mM NaCl, 50 mM de Tris, 1 % de NP40, 0,5% 
désoxycholate, 10 mM de pyrophosphate de sodium, 0,1% SDS, 5 mM d'EDTA). La 
lyse se fait sur glace pendant 20 minutes aidée par grattage des puits avec un 
policeman. Le contenu de la lyse cellulaire est centrifugé pendant 15 minutes à 
13000 rpm à 4C pour retirer les débris. Une quantité de 50 µg de protéines est 
séparée sur gel SDS-PAGE 12 % et les protéines sont transférées sur une membrane 
de PVDF à l'aide d'un appareil de transfert semi-sec (Bio-Rad). 
Une fois le transfert effectué, la membrane est bloquée pendant 2 heures dans 
une solution de TBS-Tween (2,42 g/L Tris base, 8 g/L NaCl, 0, 1 % Tween 20 à pH 
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7,5) contenant 5% de lait écrémé (ou BSA 5% utilisé pour l'immunobuvardage 
utilisant l'anticorps contre la phospho-JNK). Par la suite, l'anticorps primaire dirigé 
contre la protéine d'intérêt est ajouté dans la solution de blocage. Les concentrations 
d'anticorps utilisées et les fournisseurs sont fournis dans le tableau 1. L'anticorps 
primaire est incubé à 4 °C avec agitation pendant une nuit complète. Le lendemain, la 
membrane est lavée à 3 reprises pendant 15 minutes à température ambiante avec 
agitation avec du TBS-Tween. L'anticorps secondaire est ajouté par la suite dans la 
solution de blocage aux concentrations indiquées dans le tableau 1. Une incubation 
de 3 heures s'en suit à température ambiante avec agitation. La membrane est ensuite 
lavée au TBS-Tween à 3 reprises pendant 15 minutes. La liaison des anticorps est 
visualisée par un système de détection par chimiluminescence (ECL, Amersham 
Bioscience ). La détection de la chimiluminescence est effectuée en partie sur film 
(Kodak) et l'autre partie sur le Versadoc (Biorad). L'intensité des bandes est mesurée 
avec le logiciel Quantify One venant avec l'appareil Versadoc (Biorad). 
Pour la réutilisation d'une membrane pour l'exposer à un anticorps différent, 
la membrane après révélation est décapée à l'aide d'une solution contenant 7,56 g/L 
de Tris base, 20 g/L de SDS, 7 ml/L de ~-mercaptoéthanlol et la solution est à un pH 
de 6,7. Le décapage est d'une durée de 30 minutes à 55 °C. Par la suite, la membrane 
est lavée à 6 reprises dans le TBS-Tween pendant 15 minutes. Un nouveau 
immunobuvardage de type Western peut être recommencé à partir de l'étape de 
blocage avec la solution de TBS-Tween avec 5% de lait écrémé. L'utilisation de 
l'appareil à transfert semi-sec et une bonne quantité de protéines (50 µg) permettent 
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Tableau 1 : Anticorps utilisés en Western et en Immunocytochimie et dilutions utilisées 
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2.6 lmmunocytochimie 
À la fin des cultures, les cellules sont lavées au PBS IX à deux reprises et 
elles sont fixées dans du PFA 3,7% pendant 10 minutes à la température ambiante. 
Par la suite, les cellules sont rincées au PBS IX à 3 reprises. Les cellules sont 
perméabilisées avec une solution de PBS IX contenant I % de Triton-X-100 pendant 
IO minutes, sauf pour l'étude des récepteurs membranaires (TGF-B Rl et RII). La 
perméabilisation est suivie de 3 lavages au PBS IX et d'une incubation de 5 minutes 
avec une solution de peroxydase (kit LSAB2, DAKO). La lame est ensuite lavée à 3 
reprises au PBS IX et une solution de 5% lait écrémé dans le PBS IX est ajoutée et 
laissée en place pendant I heure dans le but de bloquer les sites de liaison non 
spécifiques. Ensuite, la solution de blocage contenant l'anticorps primaire est ajoutée 
aux cellules, l'incubation se fait à 4°C pour la nuit. Les concentrations utilisées sont 
indiquées dans le tableau I. Les cellules sont alors lavées à trois reprises avec du 
PBS IX. Par la suite, l'anticorps secondaire biotinylé (kit LSAB2, DAKO) est ajouté 
pendant 45 minutes. Après trois lavages au PBS IX, la lame est recouverte de la 
solution de «peroxidase-labelled streptavidin» (kit LSAB2, DAKO). Suite à trois 
lavages au PBS IX, la révélation du marquage se fait avec le chromogène AEC 
(DAKO) et les lames peuvent être montées pour être observées au microscope. 
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2.7 lmmunofluorescence 
Comme pour les immunocytochimies, les cellules sont rincées au PBS lX à 2 
reprises et fixées dans du PFA 3,7% pendant 10 minutes. Après lavages dans du PBS 
lX, la perméabilisation des cellules est effectuée avec une solution de PBS IX 
contenant I % de Triton-X-100 pendant 10 minutes. Suite aux 3 lavages au PBS IX, 
les cellules sont incubées pour la nuit à 4 °C dans une solution de PBS IX contenant 
O,I M de glycine afin d'enlever l'autofluorescence de la PFA. Le lendemain, les 
cellules sont lavées au PBS IX à 3 reprises et les sites de liaison non-spécifique sont 
bloqués pendant 45 minutes avec une solution de PBS IX contenant 5% lait écrémé. 
L'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage est ajouté par la suite sur les 
cellules et ceci est suivi d'une incubation pour la nuit à 4°C. Le lendemain, la lame 
est lavée à 3 reprises au PBS lX et l'anticorps secondaire est déposé sur les cellules 
pour une durée de I heure. L'anticorps secondaire est couplé à un Alexa Fluor 546 
qui émet dans le spectre rouge et il est dilué dans la solution de blocage (5% lait 
écrémé dans PBS). Les manipulations impliquant l'anticorps secondaire fluorescent 
sont toutes faites à l'abri de la lumière et les lames sont cachées de la lumière en tout 
temps après l'incubation de l'anticorps secondaire. Par la suite, la lame est lavée au 
PBS IX et les cellules sont exposées au DAPI pendant I 5 secondes pour visualiser 
les noyaux suite à une excitation aux UV. La lame est montée avec une solution 
contenant I volume de PBS IX et I volume de glycérol et elle est visualisée au 
microscope à fluorescence (Nikon Éclipse TE2000-U). Les photographies observées 
dans la section des résultats représentent une superposition d'une photographie des 
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noyaux (bleu), une photographie du marquage avec l'anticorps (rouge) et une 
photographie en visible (arrière-plan) pour visualiser les contours des cellules. 
2.8 ELISA de TRAIL 
Les milieux de culture dans lesquels un dosage de la concentration de TRAIL 
était envisagé ont été recueillis et placés à -80°C jusqu'à l'essai ELISA. La 
détermination de la concentration de TRA.IL soluble et libre libéré dans le milieu de 
culture a été effectuée à l'aide d'un kit ELISA commercial (R&D Systems). La 
limite de détection de ce kit est une concentration de 2,8 pg/ml de TRAIL libre. 
2.9 Extraction d'ARN, RT-PCR et PCR en temps réel 
L'ARN total des cultures cellulaires est extrait à l'aide du kit RNeasy plus 
(Qiagen). Pour la RT-PCR, 1 µg d' ARN est utilisé pour effectuer la synthèse de 
l 'ADNc. La transcription inverse est effectuée à 42 °C pendant 1 heure dans 20 µL 
d'une solution de réaction contenant 2,5 mM de chaque dATP, dGTP, dCTP et dTTP 
(Amersham Biosciences), 20 U d'inhibiteur de RNAse (RNAsin, Promega), 50 pmol 
d'amorce oligo-d(T)15 (Promega) et 200 U de la transcriptase inverse de virus 
Moloney murins leucémiques (Promega). La PCR est effectuée avec 10 µl de 
l'ADNc en présence de 50 µl d'une solution de réaction contenant 2,5 U d'ADN Taq 
polymérase (Qiagen), 0,4 mM de chaque dNTP et 0,3 mM des deux amorces pour le 
TRA.IL ou pour l'actine. Le tableau 2 montre les amorces utilisées. L'amplification 
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est faite pendant 30 cycles pour le TRAIL et 22 cycles pour l'actine. Les cycles 
avaient la séquence suivante: 95°C pendant 45 secondes, 55°C pendant 45 secondes, 
72°C pendant 60 secondes et l'élongation finale était effectuée à 72°C pendant 7 
minutes. 20 µl ont été transférés sur un gel de 1 % d'agarose contenant 0,01 % de 
bromure d'éthidium (Amersham Biosciences) et la migration de l'ADN était obtenue 
à un voltage de 80 V pendant 30 minutes. La visualisation a été faite à partir d'une 
excitation aux UV et les photographies ont été prises avec un appareil photo Kodak. 
L'extraction d'ARN pour la PCR en temps réel (real time RT-PCR) a été 
effectuée selon la même méthode que celle utilisée pour la PCR. La synthèse de 
l'ADNc a été effectuée à l'aide du kit QuantiTect Primer Assay (Qiagen) et cet 
ADNc a été envoyé à la plateforme de RNomique de Génome Québec situé à 
l'Université de Sherbrooke pour une amplification quantitative de l' ADNc. Les 
amorces pour le TRAIL humain ont été générées, validées et la PCR en temps réel a 
été effectuée avec 200 nM d'amorces. De plus, 100 ng d' ADNc et 5 µl de "Power 
SYBR-green Master Mix" ont été ajoutés au mélange de réaction pour donner un 
volume total de 10 µl. L'amplification et la détection de TRAIL ainsi que de trois 
gènes références (PUMl, MRPL19 et RPL13A) ont été exécutées par le Realplex 2 
Master Cycler (Eppendorf). La quantification et la normalisation des résultats ont été 
faites par ordinateur et tous les échantillons ont été utilisés en triplicata. 
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Amorces Séquences 
TRAIL Forward 5'-GGCTATGATGGAGGTCCAGGGGG-3' 
TRAIL Reverse 5'-AGTTGGCTAACTGACCTGGAAAG-3' 
Actine Forward 5'-AGCCATGCCAATCTCATCTTGT-3' 
Actine Reverse 5'-ACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3' 
Tableau 2 : Amorce pour les PCR de TRAIL et d'actine 
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2.10 Analyses statistiques 
Le test statistique « Wilcoxon » a été employé pour déterminer la 
significativité des résultats. Ce test permet l'analyse de résultats pairés dont la 
distribution n'est pas normale (e.g. distribution selon une courbe de Gauss). Nous 
considérons significatifs les résultats où p<0.05. Tous les tests statistiques ont été 
calculés avec le logiciel GraphPad Prism version 5. 
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3 Ostéoprotégérine et Apoptose de l'ostéoclaste 
L' ostéoprotégérine (OPG) étant un puissant inhibiteur de la résorption 
osseuse, de la formation et de l'activité des ostéoclastes, nous avons soulevé 
l'hypothèse que ce facteur pourrait avoir un effet sur l'apoptose de ces cellules. Les 
effets de l'OPG sur l'apoptose des ostéoclastes pourraient se situer à plusieurs 
niveaux. D'une part, ce membre de la famille des récepteurs du TNF peut influencer 
sur la survie de la cellule via l'inhibition de l'action du RANKL, facteur essentiel de 
la différenciation et de l'activité des ostéoclastes. Mais en plus, une interaction de 
l'OPG avec la voie TRAIL pourrait intervenir. En effet, TRAIL est une molécule 
pro-apoptotique, et est le 2ème ligand de l'OPG. L'équipe du Dr Roux ont démontré 
que les ostéoclastes exprimaient les récepteurs TRAIL-Rl et TRAIL-R2 et que ces 
cellules étaient sensibles à l'apoptose induite par TRAIL (Roux et al., 2005). 
3.1 L'ostéoprotégérine diminue l'apoptose des ostéoclastes humains 
L'effet de l'OPG a été évalué dans des cultures d'ostéoclastes différenciés à 
partir de monocytes fœtaux. Après 24 heures de culture en milieu déprivé en facteurs 
de survie (M-CSF et RANKL), des concentrations croissantes d'OPG (1 à 100 
ng/ml) ont été ajoutées, et l'apoptose évaluée par la technique du TACS-Blue après 
24 heures (Figure 9). Une diminution dose-dépendante de l'apoptose des ostéoclastes 
humains était observée, 24,4 ± 5,7% des cellules multinucléées (CMNs) étaient 
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apoptotiques en présence de 100 ng/ml d'OPG contre 46,6 ± 4,8% des CMNs dans 
les contrôles (p=0,003). En présence de M-CSF (25 ng/ml) qui est un facteur de 
survie, 25,8 ± 4,1 % de cellules MNC apoptotiques étaient observées (p<0,05 vs 
contrôles). 
3.2 L'ostéoclaste humain exprime TRAIL 
Mm d'expliquer cette baisse surprenante du niveau d'apoptose en présence 
d'OPG, nous avons évoqué la possibilité d'une interaction avec la voie TRAIL et 
évalué l'effet d'un anticorps anti-TRAIL dans ces cultures. 
Le niveau d'apoptose était significativement diminué avec 31,7 ± 3,2 % de 
CMN en apotose en présence d'anti-TRAIL comparativement à 53,1 ± 5,1 % chez 
les contrôles (p=0,03)(Figure 9). Ceci montre que l'apoptose des ostéoclastes semble 
impliquer la voie de TRAIL et suggère la présence de TRAIL dans le milieu de 
culture. 
Comme TRAIL n'était pas ajouté dans les cultures, la possibilité d'une 
production endogène de TRAIL était alors évoquée. Pour vérifier cette expression, 
des expériences d'immunocytochimie à l'aide d'un anticorps dirigé contre TRAIL 
ont été réalisées. À la figure 10-A, nous remarquons un fort marquage de TRAIL des 
cellules multinucléées, démontrant que ces cellules expriment TRAIL alors que les 
contrôles faits avec des concentrations identiques de sérum normal de chèvre (figure 
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10 B) ne possèdent aucun marquage. Un comptage (figure 10 C) des CMN positives 
pour l'expression de TRAIL démontre que 47,9 ± 2,6 % des CMN expriment ce 
facteur de mort dans des cultures réalisées en présence de M-CSF et de RANKL. 
Lorsque nous effectuons une déprivation, c'est-à-dire lors de la diminution de la 
concentration de FBS à 1 % et en absence de M-CSF et de RANKL dans le milieu, le 
pourcentage de CMN positives pour TRAIL augmente à 69,8 ± 3,9 % (p<0,01). Suite 
à l'ajout de RANKL après une déprivation de 12 heures, la quantité de CMN 
positives diminue significativement à 53,3 ± 5,0 % (p<0,05). Ces observations sont 
confirmées par RT-PCR (figure 10 D). En effet, le niveau d'expression d'ARNm est 
moins élevé dans les cellules cultivées en présence de RANKL (RL) 
comparativement aux cellules cultivées en son absence (NT). Ces résultats semblent 
indiquer que les ostéoclastes expriment TRAIL et que les niveaux d'expression 
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Figure 9 : Effets de l'OPG sur l'apoptose des ostéoclastes 
À la fi n de la cul ture, les cellules sont déprivées en facteurs de survie et l'OPG, le M-CSF et 
l'anti-TRAIL ont été ajoutés au cellules et incubées pour une période de 24 h. L'apoptose a été évalué 
par TUNEL et les résultats sont présentés en pourcentage de cellules multinucléées (MNC) en 
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Figure 10 : Expression de TRAIL par les ostéoclastes 
À la fin de la culture, l'expression de TRAIL a été évalué par immunocytochimie à l'aide 
d'un anticorps spécifique anti- TRAIL (A) ou avec un IgG de chèvre en tant que contrôle négatif 
(8). Les CMN ont été comptées dans les conditions non-déprivées, déprivées et déprivées avec 
l'ajout de RANKL. Les résultats sont présentés en pourcentage de MNC positives pour TRAIL par 
rapport au nombre totale de MNC (** : p<0,01, :j:: Deprived + RANKL vs Deprived p<0,05) (C). 
L'expression de l'ARNm de TRAIL a été évalué par RT-PCR à l'aide d'amorces spécifiques pour 
TRAIL et l'actine (contrôle de la quantité d'ARNm). NT: cellules non-traitées (déprivées). RL : 
Cellules déprivées et traitées avec RANKL 100 ng/ml (D) 
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Pour induire l'apoptose, le TRAIL doit lier son récepteur présent à la 
membrane cytoplasmique de la cellule cible, ce qui implique que le TRAIL exprimé 
par les ostéoclastes doit être sécrété pour que celui-ci puisse induire l'apoptose des 
cellules environnantes. Pour vérifier la sécrétion du TRAIL dans le milieu, nous 
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Figure 11 Concentration de TRAIL dans les milieus de culture des ostéoclastes 
À la fin de la culture, les cellules ont été incubées dans un milieu avec FBS 1 % et en 
absence de M-CSF et de RANKL pendant 24 heures. L'OPG a été ajoutée à différentes 
concentrations pour les 24 heures suivantes et la concentration de TRAIL a été évaluée par 
ELISA dans le milieu de culture (* : p<0,05). 
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Dans les cultures réalisées en l'absence de facteur de survie (condition de 
déprivation), la concentration de TRAIL dans le milieu de culture était de 42,5 ± 11,5 
% pg/ml. Ceci montre que TRAIL est sécrété par les ostéoclastes. Si nous ajoutons 
l'OPG dans le milieu de culture, les niveaux de TRAIL libre dans le milieu 
diminuent de façon concentration-dépendante. En effet, avec l'ajout de 100 ng/ml 
d'OPG, la concentration de TRAIL chute significativement à 0,3 ± 2,1 pg/ml 
(p<0,05). La présence d'OPG dans le milieu de culture permettrait de diminuer la 
disponibilité du TRAIL à induire l'apoptose via leur liaison. L'OPG, en séquestrant 
le TRAIL dans le microenvironnement de l'ostéoclaste, permettrait d'expliquer la 
baisse des niveaux d'apoptose des ostéoclastes dans ces conditions de déprivation. 
3.3 L'OPG diminue l'activation de la caspase 8 dans les ostéoclastes 
humains 
TRAIL est un ligand de mort permettant l'activation de l'apoptose via la voie 
extrinsèque. Sachant que l'activation de la voie extrinsèque de l'apoptose implique 
l'activation de la caspase 8, nous avons évalué les niveaux d'activation de la caspase 
8 dans les ostéoclastes en présence ou non d'OPG, afin de confirmer que l'OPG 
diminuait l'apoptose en limitant la disponibilité du TRAIL dans la culture. L'analyse 
de l'activation de la caspase 8 en immunobuvardage de type Western (Figure 12) 
dans les cultures de cellules déprivées en facteurs de survie, révèle la présence de la 
procaspase 8 (57 kDa) et un des fragments de la caspase 8 active (18 kDa). 
L'activation de la caspase 8 dans les cellules déprivées en M-CSF et RANKL et en 
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présence de 100 ng/ml d'OPG est moins importante que dans les cellules contrôles 
suggérant que l'activation de la voie extrinsèque est diminuée lorsque les cellules 
sont en présence d'OPG. 
Comme les cultures d'ostéoclastes humains contiennent toujours un 
pourcentage résiduel de cellules mononucléées qui ne sont pas ostéoclastes, l'analyse 
de l'activation de la caspase 8 en W estem pourrait comprendre l'activation de cette 
caspase 8 dans les monocytes non-différenciés. Pour s'assurer que l'activation de la 
caspase 8 observée est bien le fait des ostéoclastes, nous avons analysé l'activation 
de la caspase 8 dans les cultures par immunofluorescence. La visualisation de la 
caspase 8 active a été faite à l'aide d'un anticorps reconnaissant seulement la caspase 
8 clivée (rouge) (figure 13). En 13-A, nous observons qu'il y a une activation de la 
caspase 8 dans les CMN déprivées en facteur de stimulation. Suite à l'ajout de 100 
ng/ml d'OPG (13-B), l'intensité du marquage semblent diminuer dans les CMN 
comparativement aux cellules non-traitées suggérant que l'activation de la caspase 8 
est diminuée dans ces conditions. En terme de contrôle, l'ajout de IO ng/ml de 
TRAIL (13-C), qui est une concentration connue pour induire l'apoptose, augmente 
la proportion de cellules positives et l'intensité de l'expression de la caspase 8 
activée, alors que l'ajout d'un anticorps anti-TRAIL (1/100) diminue la quantité de 
caspase 8 clivée dans les CMN. L'anticorps dirigé contre TRAIL agit dans ce cas en 
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Figure 12: Activation de la caspase 8 par Western Blot 
À la fin de la culture, les cellules ont été cultivées avec du FBS 1 % en absence de M-CSF 
et de RANKL. L'OPG a été ajoutée 24 heures plus tard et les cellules sont incubées pour une 
période de 24 heures. L'immunobuvardage de type Western montre l'expression de procaspase 
8 (57 kDa) et de la caspase 8 activée (18 kDa) (A). L'intensité moyenne d'expression de la 
caspase 8 active a été fait par densitométrie avec la bande clivée à 18 kDa (8) . 
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Pour quantifier ces observations, nous avons effectué un comptage des 
cellules ayant plus de 3 noyaux et nous les avons classifiées selon l'intensité du 
marquage correspondant à l'activation de la caspase 8. Ces comptages permettent 
d'obtenir des pourcentages de CMN positives pour la caspase 8 activée (Figure 13 
F). Dans les cellules ayant été cultivées en absence de M-CSF et de RANKL pendant 
24 heures, 50,3 8 ± 2, 1 % des CMN expriment la caspase 8 activée. En présence de 
100 ng/ml d'OPG, le pourcentage d'activation diminue à 37,8 ± 2,7 % (p=0,003). 
L'ajout de TRAIL à 10 ng/ml augmente significativement ce pourcentage à 64,0 ± 
3,2 % (p=0,03) alors que l'ajout d'anti-TRAIL ramène le pourcentage à 40,25 ± 6,7 
% (p<0,05) au même niveau que celui obtenu en présence d'OPG. Ces résultats 
d'immunofluorescence sur des cultures d'ostéoclastes confirment que le TRAIL 
sécrété par les ostéoclastes permet d'induire l'apoptose des ostéoclastes environnants 
via l'activation de la voie extrinsèque de l'apoptose. 
L'ensemble des résultats de cette section suggèrent qu'en absence de facteur 
de survie, les ostéoclastes humains peuvent entrer en apoptose via la sécrétion de 
TRAIL dans l'environnement, et selon un processus autocrine, et que l'OPG, qui est 
un récepteur leurre pour le TRAIL, permet de diminuer l'apoptose des ostéoclastes 
humains en diminuant la disponibilité de ce TRAIL. 
Ces travaux ont fait l'objet d'une publication. (Chamoux et al., 2008) 
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Figure 13 : Activation de la caspase 8 par immunofluorescence 
À la fin de la culture, les cellules ont été déprivées (24 heures) (A) et traitées (24 
heures) par OPG 100 ng/ml (B), rhTRAIL 10 ng/ml (C), anti-TRAIL (1/100) (D), lgG de souris 
(E). Les résultats sont exprimés en pourcentage de MNC positives c'est à dire exprimant la 
caspase 8 activée par rapport au nombre total de MNC (F). *: p<0,05, **: p<0,01 (condition vs 
non-traitées(-)) 
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4 Mécanismes impliqués dans l'apoptose des 
ostéoclastes humains induite par le TGF-B1 
Le TGF-~1 est un important facteur du remodelage osseux et, comme 
mentionné dans l'introduction, ses actions sont variables selon les concentrations 
utilisées, les temps d'utilisation et les conditions de culture. L'équipe du Dr Roux ont 
démontré auparavant que le TGF-131 induisait l'apoptose des ostéoclastes humains 
lorsque ajouté en fin de culture (Roux et al., 2005). Tel qu'illustré sur la figure (14-
C), ils ont démontré que le TGF-131 augmentait le pourcentage de CMN apoptotiques 
et ce, au même titre que certains facteurs connus pour induire l'apoptose comme le 
FASL (14-B) et le TRAIL (14-A). Contrairement au FASL et au TRAIL, les 
mécanismes utilisés par le TGF-131 pour induire l'apoptose des ostéoclastes humains 
ne sont pas connus. En effet, F ASL et TRAIL activent la machinerie apoptotique par 
la voie extrinsèque c'est-à-dire en liant leurs récepteurs de mort à la surface de la 
cellule menant à l'activation de la caspase 8. D'un autre côté, le TGF-131 ne lie pas 
un récepteur de mort excluant la possibilité d'activation de la voie extrinsèque. Afin 
de déterminer les mécanismes d'induction d'apoptose par le TGF-131, nous avons 
















(.) z z 70 
2 





"p< 0.05 (TRAlL vs controls) 
"'p< 0.001 {TRAIL vs contrais) 
• p<0.05 (TRAIL 10 vs TRAIL 200 nglml) 
50 100 200 
TRAIL (ng/ml) 
** 0 
•p< 0.05 (TGFb vs contrais} 
"p< 0.01 (TGFb vs controls) 
• p<0.05 (TGFb 2 ngiml versus TGFb 0.110.5 ngiml) 
























"p< 0.01 {anti·F•• v• c-0ntrols) 
• p<O.O 1 (versus anii-Fas 50nglmlj 
0 50 100 200 400 
Fas activaling antibody (ng/rnl) 
0 
"p< 0.001 (MCSF vs controls) 
' pS 0.02 (MCSF versus MCSF 1 119/m l) 
0 1 5 10 25 
MCSF (ng/ml) 
Figure 14 : Apoptose des ostéoclastes humains induite par différents facteurs 
À la fin de la culture, les cellules sont incubées dans un milieu dépourvu en M-CSF et 
RANKL pendant 24 heures. Les cellules sont ensuite traitées avec différentes concentrations de 
hrTRAIL (10-200 ng/ml) (A), d'anticorps activateur de Fas (50-400 ng/ml) (8), de hrTGF-f3 (0,1-
2 ng/ml) (C) et de M-CSF (1-25 ng/ml) (D) pendant 24 heures. L'apoptose est détectée par 
marquage au TACS Blue et les résultats sont présentés en pourcentage de CMN apoptotiques. 
73 
4.1 Les ostéoclastes humains expriment les récepteurs du TGF-(31 
La transduction de signal du TGF-Pl implique la liaison du ligand à ses 
récepteurs de type I et de type II à la surface de la cellule. Pour vérifier la présence 
de ces deux récepteurs à la membrane, nous avons fait un immunomarquage utilisant 
des anticorps dirigés contre ces récepteurs (Figure 15). 
Dans le cas du récepteur de type I, nous observons un important marquage 
des CMN comparativement aux contrôles (sérum normal de lapin, non spécifique) 
(Figure 15-A). Les observations sont semblables pour le récepteur de type II (Figure 
15-B). Afin de quantifier les niveaux d'expression des deux types de récepteur dans 
les ostéoclastes, nous avons compté les pourcentages des CMN positives pour 
chacun des types de récepteur. 74,0 ± 4,1 % des CMN expriment le récepteur de type 
I et 69,4 ± 5,2% des CMN expriment le récepteur de type II (Figure 15-C). Ces 
résultats confirment ainsi l'expression des récepteurs de type I et II du TGF-P sur la 
majorité des ostéoclastes humains, suggérant que le TGF-Pl pourrait avoir une action 
directe sur les ostéoclastes en se liant à ses récepteurs. 
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Figure 15: Expression des récepteurs du TGF-~ sur les ostéoclastes humains 
L'expression des récepteurs du TGF-~ a été étudiée par immunocytochimie à l'aide 
d'anticorps reconnaissant spécifiquement soit le type 1 ou le type Il. Les cellules ont été incubées 
dans un milieu sans M-CSF et sans RANKL pendant 24 heures et le marquage a été réalisé avec le 
kit LSAB de Dako. N =4 
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4.2 Le TGF-JU induit l'activation de la caspase 9 dans les ostéoclastes 
humains 
Pour déterminer le mécanisme d'induction de l'apoptose du TGF-Pl dans les 
ostéoclastes humains, nous avons tout d'abord identifié quelle voie d'apoptose était 
activée suite à une stimulation par le TGF-Pl. Sachant que l'activation de la voie 
extrinsèque implique le clivage de la caspase 8 et que la voie intrinsèque implique le 
clivage de la caspase 9, nous avons étudié l'expression des caspases 8 et 9 clivées 
(activées) par immunobuvardage de type Western et par immunocytochimie. 
Pour l'analyse par immunobuvardage de type Western (Figure 16), nous 
avons observé l'évolution de l'activation des caspases 8 et 9 selon différents temps 
(heures) de stimulation par le TGF-~1 à concentration de 1 ng/ml. Pour la caspase 8, 
l'analyse des immunobuvardage de type Western révèle la présence de la procaspase 
8 à 57 kDa et de la fraction clivée à 43 kDa correspondant à la caspase 8 active. Nous 
n'observons pas d'activation de la caspase 8 lorsque les stimulations par le TGF-Pl 
se prolongent. Comme contrôle d'activation pour la visualisation de la bande de 
caspase 8 clivée, une stimulation de 3 heures à la staurosporine (1 µM) est réalisée, 
permettant une activation importante de la caspase 8. En effet, il a été montré que la 
staurosporine, à une concentration de 1 µM, permet une forte induction de l'apoptose 
via l'activation de la caspase 8 et de la caspase 9, ce qui en fait un contrôle positif de 
l'apoptose (Belmokhtar et al., 2001). Dans cette expérience, nous avons focussé sur 
la bande clivée mesurant 43 kDa comparativement à la bande clivée de 18 kDa vue 
dans le cas du volet de l'OPG. Ce choix est justifié par le fait qu'il était impossible 
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de différencier les bandes de 28 et 18 kDa chez la bande correspondant aux cellules 
traitées à la staurosporine dans les expériences du volet Il. En effet, lors d'une 
stimulation à la staurosporine, la bande à 18 kDa prend de l' expension et celle-ci 
s'emboîte avec la bande de non spécifique à 28 kDa rendant impossible de faire le 
dosage par densitométrie du contrôle de la staurosporine. Donc, pour le volet Il, nous 
montrons les résultats d'immunobuvardage avec la bande de 43 kDa seulement afin 
de visualiser les effets des stimulants (TGF-P et la staurosporine) sur nos cellules et 
nous quantifions par immunocytochimie les cellules exprimant la caspase 8 active 
(voir résultats figure 17). La quantification par immunocytochimie nous permettra de 
détecter des niveaux plus faibles de caspase 8 active dans les cellules 
comparativement à l'immunobuvardage et elle permet d'évaluer les effets du TGF-P 
et de la staurosporine sur nos cellules dans une même expérience. 
Pour la caspase 9, nous observons, comme dans le cas de la caspase 8, la 
procaspase 9 à 47 kDa et les deux bandes clivées de la caspase 9 à 35 et 37 kDa. Une 
stimulation par le TGF-Pl à 1 ng/ml permet d'augmenter la quantité de caspase 9 
clivée selon les temps de stimulation, correspondant à une augmentation de 
l'activation de la caspase 9 lors de l'induction de l'apoptose. De plus, nous avons fait 
une stimulation à la staurosporine 1 µM pendant 3 heures permettant ainsi de 
visualiser l'effet de l'apoptose sur l'activation de la caspase 9. Nous avons effectué 
une normalisation des niveaux de protéines à l'aide de l'actine. 
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Figure 16: Activation des caspases par immunobuvardage de type Western 
À la fin de la culture, les cellules sont misent en présence d'un milieu sans M-CSF et sans 
RANKL pendant 24 heures et sont traitées par la suite au TGF-~1 (1 ng/ ml) entre 0 et 24 heures. 
L'analyse par Western de la caspase 8 permet d'observer la procaspase 8 à 57 kDa et les bandes 
clivées à 43 et 45 kDa qui correspondent aux bandes de la caspase 8 activée. L'analyse de la 
caspase 9 permet d'observer la procaspase à 47 kDa et les bandes clivées (caspase 9 active) à 35 
et 37 kDa. Pour l'actine, la bande apparaît à 45 kDa. N=6 
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L'absence d'activation de la caspase 8 associée à l'augmentation de l'activation de la 
caspase 9 selon les temps de stimulation au TGF-131 semble nous indiquer que 
l'apoptose induite par le TGF-Pl serait d'origine intrinsèque. 
L'immunobuvardage de type Western permet de faire l'analyse de 
l'activation des caspases dans l'ensemble des cellules en culture. Par contre, la 
culture d'ostéoclastes humains à partir de sang de cordon ombilical ne permet pas 
d'obtenir une culture homogène d'ostéoclastes. En effet, il existe toujours un 
pourcentage résiduel de cellules monocytaires non différenciées en ostéoclastes. Pour 
nous assurer que l'activation de la caspase 8 et de la caspase 9 peut être corrélée à 
celles des ostéoclastes de la culture, nous avons évalué les niveaux d'activation des 
caspases en immunocytochimie pour cibler seulement les CMN. De plus, 
l'immunocytochimie nous permet de refaire l'expérience avec les contrôles adéquats 
et de pouvoir quantifier l'action de ces contrôles. Les marquages des caspases 8 et 9 
ont été effectués à l'aide d'anticorps qui reconnaissent spécifiquement les fractions 
clivées de la caspase 8 ou celle de la caspase 9. À la figure 17, nous observons des 
images provenant d'immunocytochimie d'ostéoclastes marqués pour la caspase 8 
active (à gauche) et pour la caspase 9 active (à droite). Pour la caspase 8, nous 
remarquons que l'intensité du marquage des CMN n'est pas augmentée ni diminuée 
suite à la stimulation par le TGF-Pl à concentration de 1 ng/ml (17-B) 
comparativement aux cellules non-traitées (17-A). La stimulation par la 
staurosporine 1 µM pendant 3 heures utilisée comme contrôle positif, induit une 
augmentation du marquage de la caspase 8 dans les CMN (17-C). 
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Pour la caspase 9, une augmentation de l'activation de la caspase 9 est 
observée dans les CMN suite à la stimulation par le TGF-Pl (17-E) comparativement 
aux CMN non traitées (17-D) et une augmentation de l'activation de la caspase 9 est 
observée après stimulation par la staurosporine 1 µM pendant 3 heures (17-F). Pour 
quantifier ces observations, nous avons effectué le comptage des CMN positives, 
c'est à dire exprimant les caspases actives par rapport au nombre total de CMN en 
culture (17-G-H). Dans le cas de l'activation de la caspase 8, le pourcentage de CMN 
marquées n'était pas modifié suite à la stimulation par le TGF-pl. Ces pourcentages 
allaient de 42,4 ± 3,6 % à 37 ± 4,0 % de CMN marquées par l'anticorps anti-caspase 
8 clivée pour les cellules non traitées ou traitées par le TGF-Pl jusqu'à 24 heures de 
stimulation. Par contre, il y avait une augmentation significative du nombre de CMN 
exprimant la caspase 9 clivée en fonction du temps de stimulation au TGF-Pl. 39,5 ± 
2,6 % de CMN exprimaient la caspase 9 activée en l'absence de TGF-pl, ce 
pourcentage augmentait significativement à 52,9 ± 1,6 % (p=0,008) après 6 heures de 
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Figure 17: Activation des caspases évaluée par immunocytochimie 
À la fin de la culture, les cellules sont mises en présence de milieu sans M-CSF et sans 
RANKL pendant 24 heures. Des traitements au TGF-Pl (1 ng/ml) pour une période de 0 à 24 
heure, et à la staurosporine à 1 µM pendant 3 heures ont été effectués. Le marquage des 
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caspases actives a été fait à l'aide d'anticorps spécifiques dirigés contre les formes clivées 
(actives) de la caspase 8 (A-C) et de la caspase 9 (B-D), ou avec des Ignon spécifiques pour les 
contrôles (résultats non montrés), et l'immunocytochimie a été effectuée avec le kit LSAB 
(DAKO). La quantification a été faite par comptage des CMN positives et les résultats sont 
présentés en pourcentage de CMN positives. N =7 
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Dans le cas de la caspase 8 comme dans le cas de la caspase 9, le décompte des CMN 
suite à un traitement à la staurosporine à 1 µM de 3 heures permettait d'augmenter 
significativement le pourcentage de CMN marquées (65,1 ± 2,8 % (p=0,04) pour la 
caspase 8 clivée et 68,3 ± 2,7 % (p=0,008) pour la caspase 9 clivée). Ainsi, les 
résultats obtenus par immunocytochimie comparés à ceux obtenus à partir des 
immunobuvardages de type Western, suggèrent que les variations d'activation des 
caspases obtenues en Western reflètent l'activation des caspases des ostéoclastes. 
Afin de confirmer l'activation de la caspase 9 lors de l'apoptose des 
ostéoclastes suite à une stimulation par le TGF-pl, nous avons évalué les niveaux 
d'apoptose en présence d'inhibiteurs de caspases dans les cultures d'ostéoclastes 
humains (Figure 18). Par la technique de TUNEL, nous obtenons un niveau de base 
d'apoptose de 33,6 ± 3,4 % chez les CMN cultivées en absence de RANKL et de M-
CSF pour une période de 48 heures. Suite à une stimulation par le TGF-Pl (1 ng/ml) 
de 24 heures, 48,8 ± 3,0 % (p=0,008) des CMN sont apoptotiques, objectivant 
l'apoptose des ostéoclastes induite par le TGF-Pl. L'ajout de Z-LEHD, un inhibiteur 
de caspase 9, dans les deux mêmes conditions inhibe l'induction de l'apoptose par le 
TGF-Pl (36,6 ± 4,4 % sans TGF-Pl vs 37,1±2,2 % avec TGF-Pl). D'un autre côté, 
si nous ajoutons du Z-IETD qui est un inhibiteur de caspase 8, l'induction de 
l'apoptose induite par le TGF-Pl persiste. 
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À la fin de la culture, les cellules ont été mises en présence d'un milieu sans M-CSF et 
sans RANKL pendant 24 heures. Les stimulations sont d'une durée de 24 heures post-
déprivation. Les concentrations utilisées : TGF-~1 1 ng/ml, Z-LEHD (inhibiteur de caspase 9) 10 
µM, Z-IETD (inhibiteur de caspase 8) 10 µM, DMSO 8 µL, Staurosporine 1 µM. L'apoptose est 
détectée par marquage au TACS Blue et les résultats sont présentés en pourcentage de CMN 
apoptotiques. N=B 
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En effet, avec seulement le Z-IETD, 43,3 ± 3,8 % des CMN sont apoptotiques alors 
que ce niveau augmente à 55,6 ± 1,2 % (p=0,03) dans les CMN en présence de Z-
IETD et de TGF-Pl. Une stimulation au DMSO a été utilisée en terme de contrôle. 
En effet, le DMSO était le véhicule pour les inhibiteurs de caspases et nous pouvons 
observer que celui-ci augmente l'apoptose des ostéoclastes mais que la présence des 
inhibiteurs de caspases diminue l'apoptose des ostéoclastes. Ces résultats confirment 
une fois de plus que le TGF-Pl mène à l'activation de la caspase 9 dans les CMN. 
La conjugaison des résultats de Western, d'immunocytochimie et d'apoptose 
par TUNEL suggère fortement que le TGF-Pl à une concentration de 1 ng/ml induit 
l'apoptose des ostéoclastes humains par l'activation de la voie intrinsèque. 
4.3 Transduction du signal du TGF-(31 chez les ostéoclastes humains 
Nous avons donc montré que le TGF-Pl induisait l'apoptose des ostéoclastes 
humains par la voie mitochondriale ou intrinsèque, impliquant l'activation de la 
caspase 9. Par contre, l'activation de la caspase 9 n'est pas le résultat de l'action 
directe des récepteurs du TGF-13 sur les procaspases 9. La liaison du TGF-131 à son 
récepteur mène normalement à la dimérisation du récepteur de type I et de type II 
menant à l'activation de voies de signalisation et conduisant à des actions spécifiques 
dans la cellule. Dans les autres types cellulaires, le TGF-Pl est connu pour activer la 
voie des Smad et la voie des MAPK (Introduction section 1.4.2), en revanche, les 
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voies activées par le TGF-~l n'ont pas été décrites chez les ostéoclastes humains, 
dans un contexte d'induction de l'apoptose. 
Afin de déterminer quelles voies de signalisation sont impliquées suite à une 
stimulation par le TGF-pl, les ostéoclastes humains différenciés à partir de 
monocytes de cordon ombilical, ont été déprivés en M-CSF et en RANKL pendant 
24 heures, conditions d'étude de l'apoptose dans notre modèle. Suite à cette 
déprivation, des stimulations ont été effectuées avec du TGF-Pl à une concentration 
de 1 ng/ml pendant des temps de 0 à 180 minutes, afin d'analyser les voies de 
signalisation activées de façon précoce ou plus tardive. Les états de phosphorylation 
des protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire ont été étudiés par 
immunobuvardage de type Western, en utilisant des anticorps dirigés contre les 
protéines phosphorylées ou non. 
La première MAPK qui a été évalué est la JNK, et la stimulation par le TGF-Pl 
ne semblait pas modifier significativement la phosphorylation de cette MAPK chez 
les ostéoclastes humains déprivés en facteur de stimulation (Figure 19). En effet, la 
normalisation de l'intensité des bandes obtenues pour la JNK 1/2phosphorylée avec 
celle des bandes non-phosphorylées respectives, permet d'objectiver un niveau 
constant de phosphorylation suite aux différents temps de stimulation. Les niveaux 
de phosphorylation sont représentés sur l'image de Western (19-A). D'autre part, le 
graphique (19-B) représente l'intensité relative des bandes phosphorylées avec une 
normalisation avec la bande non-phosphorylée. 
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Figure 19 : Phosphorylation de JNK par le TGF-~ 1 
À la fin de la culture, les cellules sont mises en présence d'un milieu sans M-CSF et sans 
RANKL. Des stimulations par le TGF-~1 (1 ng/ml) ont été effectuées entre 0 et 60 minutes et A) 
l'analyse de la phosphorylation de JNK a été faite par Western à l'aide d'anticorps contre 
phospho-JNK (1/2) et JNK(l /2) non phosphorylée et B) les résultats sont présentés en 
phosphorylation relative par rapport au temps O. N=3 
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La phosphorylation d'autres composantes impliquées dans la signalisation du 
TGF-Pl a été évaluée (ERK, p38 et Smad2). La stimulation par le TGF-Pl à une 
concentration de 1 ng/ml entraînait une activation différentielle de ces voies selon le 
temps (Figure 20). En effet, le TGF-Pl induisait tout d'abord une augmentation de la 
phosphorylation de la MAPK ERK entre 2 et 5 minutes suivant l'ajout du TGF-Pl 
(20-A), avec une augmentation de l'intensité des bandes phosphorylées dans les 
cellules stimulées pendant des temps de 2 à 5 minutes par le TGF-Pl. La 
phosphorylation de ERK semblait diminuer en dessous du niveau basal (temps 0 
minute) après 30 à 60 minutes de stimulation. Ces variations dans l'intensité de la 
phosphorylation de ERK sont représentées aussi par un graphique dans lequel 
l'intensité des bandes de ERK phosphoryées a été quantifiée et normalisée par 
l'intensité des bandes de ERK non phosphorylée. Il est bien connu que l'activation 
de ERK mène à la survie de la cellule (Introduction section 1.3.2), le TGF-Pl 
induirait un signal de survie dans les 5 premières minutes de stimulation, mais celui-
ci s'estomperait par la suite à partir de 30 minutes de stimulation. Cette diminution 
du signal pourrait correspondre au début de l'induction de l'apoptose par le TGF-Pl. 
ERK n'est pas la seule MAPK activée lors d'une stimulation au TGF-Pl. En 
effet, simultanément à l'activation de ERK, nous avons aussi observé une 
augmentation de la phosphorylation de p38 (20-B). 
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Figure 20: Phosphorylation de ERK, p38 et Smad2 en présence de TGF-~ 1 
A la fin de la culture, les cellules sont mises en présence d'un milieu sans M·CSF et sans 
RANKL. Des stimulations au TGF-~1 (1 ng/ml) ont été effectuées entre 0 et 60 minutes et les 
analyses de la phosphorylation de ERK, p38 et Smad2 ont été faites par Western à l'aide 
d'anticorps contre les protéines phosphorylées et non phosphorylées de chacune des 3 
protéines. Les résultats sont présentés en phosphorylation relative par rapport au temps O. N=S 
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Une augmentation de l'intensité des bandes phosphorylées de p38 était observée 
entre 2 et 15 minutes de stimulation par le TGF-Pl. Par quantification de l'intensité 
relative des bandes phosphorylées, l'activation de p3 8 était de 1,9 ± 0, 1 fois 
(p=0,007) plus importante après 15 minutes de stimulation comparativement au 
niveau basal représenté au temps O. De façon générale, la phosphorylation de p38 
débutait entre 2 et 5 minutes et était maximale à 15 minutes de stimulation. Elle 
diminuait pour revenir au taux de base à partir de 30 minutes. La MAPK p38 est 
souvent impliquée dans l'apoptose des cellules surtout lors de stress (Introduction 
section 1.3.2) donc sachant que le TGF-Pl active p38 dans les ostéoclastes dans des 
conditions d'apoptose, cette voie pourrait également participer à l'apoptose de 
l'ostéoclaste induite par le TGF-Bl. 
La voie principale de signalisation du TGF-Pl est la voie des Smad, et cette 
activation est caractérisée par une phosphorylation de Smad2 et/ou de Smad3 par les 
récepteurs du TGF-p. La phosphorylation de Smad2 et 3 permet le recrutement de 
Smad4 et ce complexe peut migrer au noyau pour induire l'expression de gènes 
cibles (Introduction section 1.4.2.1). Donc pour vérifier l'activation de cette voie, 
nous avons regardé les niveaux de phosphorylation de Smad2 dans les cultures 
d'ostéoclastes stimulés par le TGF-Pl (Figure 20-C). Suite à une stimulation par le 
TGF-Pl, nous observons une importante augmentation de la phosphorylation de 
Smad2 à partir de 30 minutes jusqu'à 3 heures de stimulation. Cette importante 
augmentation peut aussi être observée lors de la quantification de l'intensité des 
bandes, et nous pouvons observer qu'il y a une augmentation de la phosphorylation 
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de Smad2 d'environ 100 fois par rapport au niveau basal représenté au temps O. 
L'induction de l'apoptose par le TGF-Pl peut être dépendante de la voie des Smad 
comme cela a été démontré dans quelques types cellulaires (Introduction section 
1.4.3.1). Ainsi, l'activation de la voie des Smad par le TGF-Pl dans les ostéoclastes 
humains en condition d'apoptose pourrait aussi participer à l'apoptose des 
ostéoclastes humains induite par le TGF-Bl. 
Comme nous pouvons l'observer, la stimulation par le TGF-Pl des 
ostéoclastes humains cultivés en absence de facteurs de survie, M-CSF et RANKL, 
mène à une série d'événements dans la cellule. Différentes activations de voies de 
signalisation intracellulaire se produisent dans le temps. Comme il est résumé à la 
figure 21, nous observons une activation de ERK. entre 2 et 5 minutes suivant l'ajout 
du TGF-Pl, et il y a un abaissement en dessous du niveau basal après 30 minutes de 
stimulation. De plus, nous observons une activation significative de p38 entre 5 et 15 
minutes suivie par une importante activation de la voie des Smad à partir de 30 
minutes. La diminution de l'activité de ERK. en dessous du niveau basal combinée 
avec l'activation de p38 et de la voie des Smad peuvent expliquer l'induction de 
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Figure 21 : Ligne du temps de la signalisation du TGF-~ 1 chez l'ostéoclaste humain. 
Récapitulatif de l'activation des voies de signalisation par le TGF-IH chez les ostéoclastes 
humains. ERK est activée rapidement (2-5 minutes), suivie de l'activation de p38 à 15 minutes et 
de celle de la voie des Smad activée à partir de 30 minutes. JNK n'est pas activé par le TGF-(31. 
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4.4 Le TGF-Pl augmente l'expression de Bax et de Bim 
Dans la section précédente, nous avons vu que le TGF-P 1 induisait 
l'activation de voies de signalisation (ERK, p38 et Smad2) pouvant avoir des liens 
avec l'apoptose. En effet, la stimulation de ces voies de signalisation peut induire 
l'apoptose d'une cellule par la modulation d'expression d'homologues Bcl-2 par 
exemple (Introduction section 1.3). Pour vérifier si les homologues Bcl-2 pourraient 
être impliqués dans l'apoptose des ostéoclastes humains induite par le TGF-pl, nous 
avons étudié les niveaux d'expression de certains homologues Bcl-2 souvent 
modulés par le TGF-Pl. Nous avons évalué par immunobuvardage de type Western 
l'expression d'une protéine anti-apoptotique, Bcl-2, et de trois protéines anti-
apoptotiques, Bid, Bax et Bim. Les stimulations étaient chaque fois précédées d'une 
déprivation en M-CSF et en RANKL pendant 24 heures, et les stimulations par le 
TGF-P 1 ont été faites à différents temps entre 0 et 24 heures à une concentration de 1 
ng/ml. 
Les résultats d'expression de Bcl-2 et de Bid évaluées par Western sont 
montrés à la figure 22. Les niveaux d'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-
2 (22-A) et pro-apoptotique Bid (22-B) n'étaient pas modifiés suite à la stimulation 
par le TGF-Pl. En effet, la quantité de protéine de ces deux homologues Bcl-2 
détectée en Western était constante après les stimulations. La mesure de l'intensité 
des bandes normalisée avec celle des bandes d'actine permet de confirmer que le 
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Figure 22 : Expression de Bcl-2 et de Bid évaluée par Western 
À la fin de la culture, les cellules sont mises en présence d'un milieu sans M-CSF et sans 
RANKL. Des stimulations par le TGF-~ 1 (1 ng/ml) ont été effectuées entre 0 et 24 heures et les 
analyses d'expression des homologues Bcl-2 ont été faites à l'aide d'anticorps contre Bcl-2 et Bid 
spécifiquement (A-C). Les résultats sont présentés en expression relative par rapport au temps 
0 (D-E). N=4 
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TGF-Pl n'induisait pas de changement dans l'expression de Bcl-2 et de Bid (22-D, 
22-E). 
Par contre, concernant l'expression des homologues pro-apoptotiques Bax et 
Bim, la stimulation par le TGF-Pl augmentait l'expression de ces deux homologues 
(Figure 23). Une augmentation de l'expression de Bax et de Bim était objectivable à 
des temps de 6 à 8 heures de stimulation. Dans chacun des cas, la quantification de 
l'intensité des bandes normalisée avec la quantité d' actine permettait de visualiser 
une tendance à la hausse dans l'expression de Bax (23-D). En effet, nous observons 
une augmentation jusqu'à 6 heures pour obtenir un niveau de 1,35 ± 0,23 fois plus 
d'expression de Bax comparativement au temps O. Pour l'homologue Bim (23-E), 
l'élévation d'expression se faisait entre 0 et 6 heures pour obtenir un niveau 
significativement plus élevé qu'au temps 0 heure. En effet, Bim était 3,52 ± 0,28 
(p<0,005) fois plus exprimé après 6 heures de stimulation par le TGF-Pl. Sachant 
que Bim et Bax sont des homologues Bcl-2 pro-apoptotiques qui favorisent 
l'apoptose de la cellule via le clivage de la caspase 9, l'augmentation d'expression 
par le TGF-Pl de ces deux homologues suggère qu'ils pourraient être impliqués dans 
l'apoptose des ostéoclastes humains par la voie intrinsèque induite par le TGF-Bl. 
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Figure 23 : Expression de Bax et de Bim évaluée par Western 
À la fin de la culture, les cellules sont mises en présence d'un milieu sans M·CSF et sans 
RANKL. Des stimulations au TGF-~1 (1 ng/ml) ont été effectuées entre 0 et 24 heures et les 
analyses d'expression des homologues Bcl-2 ont été faites à partir d'anticorps contre Bax et Bim 
spécifiquement (A·C). Les résultats sont présentés en expression relative par rapport au temps 
0 (D·E). N=4 
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5 Discussion 
Des changements dans la balance entre la survie et de l'apoptose des 
ostéoclastes peut mener à des changements cruciaux de la résorption osseuse et du 
remodelage de l'os, et engendrer des anomalies de sa structure. Des altérations de 
l'apoptose des ostéoclastes peuvent être impliquées dans certaines pathologies où il 
existe une hyperrésorption osseuse, comme l'ostéoporose ou l'ostéolyse maligne. 
Plusieurs facteurs locaux et systémiques régulent la résorption osseuse. Par exemple, 
les hormones telles que la PTH, la 1,25(0H)zD3, les cytokines, telles que l'IL-lp, le 
TNF-a, ou encore la PGE2 augmentent la résorption osseuse, alors que l'IL-4, l'INF-
y, le TGF-P et les estrogènes la diminuent. De plus, la modulation de la résorption 
osseuse peut impliquer d'autres types cellulaires présents dans l'environnement de 
l'os. En effet, la régulation de la formation, de l'activité et de la survie d'un 
ostéoclaste est principalement le résultat du ratio entre le RANKL/OPG, facteurs 
produits par les ostéoblastes et les cellules stromales médullaires. Les facteurs 
systémiques augmentant la résorption osseuse agissent de façon générale en 
augmentant l'expression de RANKL et en diminuant celle de l'OPG, et à l'inverse, 
ce ratio diminue avec les facteurs inhibant la résorption osseuse. Toutefois, certains 
facteurs peuvent avoir des actions directes sur l'ostéoclaste. En particulier, des études 
ont montré que le TGF-p, les estrogènes et l'OPG peuvent induire l'apoptose des 
ostéoclastes chez la souris (Hughes et al., 1996,Saintier et al., 2006,Shiotani et al., 
2002). L'apoptose des ostéoclastes étant une étape importante dans la régulation de 
la résorption osseuse, affectant le nombre de précurseurs et d'ostéoclastes matures 
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(Hughes & Boyce, 1997), il était important d'étudier ce processus, et d'évaluer 
l'action directe de facteurs locaux tels que l'OPG et le TGF-~ sur les ostéoclastes 
humains. La plupart des études ont été effectuées dans des modèles murins avec des 
systèmes de coculture impliquant des ostéoblastes pour la différenciation des 
ostéoclastes. Le but de notre étude était de déterminer les effets directs de ces deux 
facteurs sur l'apoptose des ostéoclastes humains. 
Nous travaillons sur les ostéoclastes humains obtenus suite à la 
différenciation des cultures primaires de monocytes fœtaux isolés de sang de cordon 
ombilical. L'intérêt de travailler avec un modèle humain provient du fait que les 
systèmes murins et humains peuvent différer en plusieurs points, et les résultats 
s'appliqueront plus aux pathologies humaines. Toutefois, ce modèle a quelques 
inconvénients : le temps de différenciation est long (3 semaines), et la disponibilité 
des cellules primaires dépend de celle des sangs de cordon au Centre Hospitalier 
Universitaire de Sherbrooke (CHUS). L'étude de l'apoptose a ainsi été effectuée sur 
des ostéoclastes humains différenciés à partir de monocytes foetaux. Lorsque 
différenciés en présence de M-CSF et de RANKL, ces monocytes deviennent des 
cellules multinucléées exprimant RANK, CTR, l'intégrine av~3 et TRAP qui sont des 
marqueurs phénotypiques des ostéoclastes matures. De plus, ces cellules 
multinucléées sont capables de résorber l'os, caractéristique principale de ce type 
cellulaire (Hodge et al., 2004,Roux et al., 2005,Roux et al., 1996). L'apoptose des 
ostéoclastes a été étudiée dans des conditions optimales pour observer ce 
phénomène, à savoir en diminuant la concentration de sérum dans le milieu de 
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culture et en retirant les facteurs de survie ostéoclastique, M-CSF ~t RANKL (Jimi et 
al., 1995,Lacey et al., 2000). Il a en effet été montré qu'un milieu de culture 
dépourvu de ces facteurs pouvait induire l'apoptose des ostéoclastes (Okahashi et al., 
1998). Par ailleurs, dans un système de différenciation en coculture, la séparation des 
ostéoclastes et des ostéoblastes induisait l'apoptose des cellules résorbantes, du fait 
d'une perte des facteurs de survie ostéoclastique produits par les ostéoblastes 
(Fukuda et al., 2005). Dans notre travail, nous avons utilisé un milieu d'induction 
d'apoptose contenant la moitié de la concentration en sérum habituellement utilisée, 
et sans facteur de survie ostéoclastique. De plus, cette technique d'étude de 
l'apoptose a déjà été validée dans d'autres travaux du laboratoire (Chamoux et al., 
2008,Roux et al., 2005). 
In vivo, la perte de stimulation par le RANKL entraîne une diminution de la 
résorption osseuse, en partie liée à une augmentation de l'apoptose des ostéoclastes. 
Ce défaut de stimulation par RANKL peut être secondaire à une augmentation de 
l'expression d'OPG, à une diminution d'expression de RANKL, ou à 
l'administration d'un inhibiteur de RANKL, anticorps anti-RANKL ou RANK 
soluble, permettant de séquestrer le RANKL (Lacey et al., 2000,Schwarz & Ritchlin, 
2007). Ceci illustre que nos conditions d'étude de l'apoptose des ostéoclastes in vitro 
sont en accord avec les états d'induction de l'apoptose des ostéoclastes observés in 
vivo. 
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L'OPG est un membre soluble de la famille des récepteurs du TNF dont le 
ligand est RANKL. Donc, une augmentation de l'OPG dans l'environnement de 
l'ostéoclaste pourrait diminuer la formation et l'activité des ostéoclastes, tout en 
augmentant l'apoptose des ostéoclastes, via la séquestration du RANKL. Par ailleurs, 
en plus d'agir en inhibant la voie RANKL, l'OPG pourrait avoir des actions directes 
sur l'ostéoclaste (Wittrant et al., 2002). Nous avons évalué les effets directs 
potentiels de l'OPG sur l'apoptose des ostéoclastes humains. Les résultats obtenus 
suggéraient que l'OPG diminuait l'apoptose des ostéoclastes humains. Ces résultats 
semblaient surprenants, car l'OPG est considérée comme étant un inhibiteur 
important de la résorption osseuse, indirectement en inhibant RANKL, et 
directement en diminuant l'expression de TRAP et de la cathepsine K (Boyce & 
Xing, 2008,Wittrant et al., 2002). 
Nous avons expliqué cette baisse du mveau d'apoptose des ostéoclastes 
induite par l'OPG par la présence de son deuxième ligand, TRAIL, dans le milieu de 
culture. En effet, TRAIL est le 2ème ligand de l'OPG qui est le cinquième récepteur 
pour TRAIL (Emery et al., 1998). De plus, TRAIL a été impliqué dans l'apoptose 
des ostéoclastes humains (Colucci et al., 2007,Roux et al., 2005). Pour comprendre 
l'effet de l'OPG sur la diminution de la mort cellulaire des ostéoclastes, nous avons 
démontré que les ostéoclastes exprimaient et sécrétaient TRAIL et qu'en absence de 
facteurs de survie, cette expression de TRAIL était augmentée dans le 
microenvironnement de la cellule. TRAIL induit l'apoptose des ostéoclastes via 
l'activation de la voie extrinsèque de l'apoptose, en activant ses récepteurs de mort à 
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la membrane cellulaire, avec une activation subséquente de la caspase 8. De manière 
intéressante, nous avons montré que la présence d'OPG permettait de diminuer 
l'activation de la caspase 8 impliquée dans l'apoptose d'origine extrinsèque. Ceci 
illustre encore une fois l'importance de TRAIL dans l'apoptose des ostéoclastes et sa 
régulation possible par l'OPG présente dans le milieu. 
Depuis quelques années, l'implication de TRAIL dans la régulation de 
l'apoptose des ostéoclastes a été soulignée. L'induction de l'apoptose par TRAIL 
peut être modulée par la présence ou l'absence d'inhibiteur intracellulaire d'apoptose 
comme FLIP (Griffith et al., 1998). De plus, l'activité de NF-KB pourrait avoir un 
rôle important dans la sensibilité à l'apoptose induite par les récepteurs de mort 
(Harper et al., 2001,Rivera-Walsh et al., 2000). Enfm, la modulation de l'expression 
des récepteurs leurres (TRAIL-R3 et TRAIL-R4) pourrait aussi participer à la 
sensibilité de la cellule aux signaux d'apoptose induits par TRAIL. Par exemple, 
dans l' ostéolyse maligne, une expression plus élevée des récepteurs leurre de TRAIL 
à la surface des ostéoclastes a été décrite, ce qui pourrait rendre compte d'une 
résistance des ostéoclastes à l'apoptose dans ces conditions et expliquer la résorption 
accrue (Colucci et al., 2004,Roux et al., 2005). 
Dans l'environnement de l'os, la liaison de l'OPG avec TRAIL ou RANKL 
peut dépendre d'une compétition. La liaison de l'OPG à TRAIL ou à l'OPG pourrait 
dépendre de la concentration relative de ces facteurs, avec une affmité plus grande 
pour TRAIL lorsque RANKL est présent à faible concentration. De plus, l'OPG 
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semble avoir moins d'affinité pour TRAIL à la température normale du corps humain 
(Truneh et al., 2000). Cependant un travail plus récent suggère que l'OPG peut lier 
TRAIL et RANKL avec une affinité similaire à la température physiologique de 
37°C (Vitovski et al., 2007). Nos résultats pourraient ainsi avoir une importance 
physiologique, et suggèrent que TRAIL, à l'instar de la voie RANKL/OPG, agit 
comme un facteur important dans la régulation de la survie/apoptose des 
ostéoclastes. 
En conclusion de ce volet, nous avons montré que l'OPG diminuait 
l'apoptose des ostéoclastes humains lorsque les facteurs de survie, M-CSF et 
RANKL, font défaut. La déprivation de ses facteurs de survie a pour effet 
d'augmenter l'expression de TRAIL par les ostéoclastes pour induire l'apoptose de 
ces cellules, de façon autocrine, et en agissant sur les ostéoclastes environnants. Ces 
travaux ont permis de découvrir un nouveau mécanisme de régulation de l'apoptose 
des ostéoclastes via la sécrétion de TRAIL et de déterminer une nouvelle fonction de 
l'OPG via l'inhibition de l'action apoptotique de TRAIL chez les ostéoclastes 
humains (Travaux publiés et article en annexe (Chamoux et al., 2008). 
Parmi les nombreux facteurs impliqués dans le remodelage osseux, le TGF-p, 
comme l'OPG, peut moduler la formation de l'ostéoclaste et son apoptose. Le TGF-P 
stimule la formation ostéoclastique en augmentant l'expression de RANK, de 
l'intégrine avP3 et du CTR (Fuller et al., 2000,0rcel et al., 1990). De plus, une 
augmentation de l'expression de NFATcl pourrait aussi expliquer 
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l'ostéoclastogénèse accrue induite par le TGF-P (Fox et al., 2008). D'un autre côté, le 
TGF-P diminue l'activité des ostéoclastes lorsque l'exposition à ce facteur se 
prolonge. Par ailleurs, le TGF-P diminue l'expression de RANKL et augmente celle 
de l'OPG par les ostéoblastes dans un système de coculture (Takai et al., 1998), et 
induit l'apoptose des ostéoclastes par un effet direct sur ces cellules (Hughes et al., 
1996,Roux et al., 2005). Donc, le TGF-P augmenterait la production d'ostéoclastes, 
mais aurait également un effet inhibiteur de la résorption osseuse par l'induction de 
l'apoptose des ostéoclastes matures. La 2ème partie de notre travail était d'étudier les 
mécanismes impliqués dans l'apoptose des ostéoclastes induite par le TGF-p, 
mécanismes actuellement inconnus chez ces cellules. 
Les cascades de signalisation pouvant être activées par le TGF-P sont 
nombreuses, et dépendent des conditions dans lesquelles se trouvent les cellules, en 
particulier pour induire l'apoptose. Il peut y avoir une activation des voies des 
«death-associated protein kinase (DAPK)», p38 et JNK, ou encore une activation des 
Smad. L'activation de ces voies peut mener à la modulation de certains homologues 
Bcl-2 par exemple Bcl-2, Bcl-xl, Bim et Bax. Pour ce qui est de l'ostéoclaste, nous 
avons montré que l'induction de l'apoptose est d'origine intrinsèque via l'activation 
de la caspase 9 et que le clivage de la caspase 9 pourrait être le résultat d'une 
activation des voies de p3 8 et des Smad suivie d'une augmentation d'expression de 
Bax et de Bim. 
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En premier lieu, nous avons démontré que les ostéoclastes humains 
exprimaient les récepteurs du TGF-p. L'expression des isoformes des récepteurs du 
TGF-P avait été mise en évidence sur des cellules multinucléées de tumeurs osseuses 
à cellules géantes (Franchi et al., 2001,Zheng et al., 1994). Ces cellules géantes sont 
des ostéoclastes (Roux et al., 1996), mais formés dans un contexte tumoral, et il était 
important de vérifier l'expression des récepteurs de type I et de type II du TGF-P par 
les ostéoclastes matures issus de nos cultures. 
Suite à la liaison du TGF-P à ses récepteurs, nous avons observé une 
activation rapide et transitoire de ERK et p38 et une activation plus tardive de la voie 
des Smad. La présence des deux types de récepteurs est importante pour l'activation 
des voies de signalisation. TGF-PRI est impliqué dans la transduction de signal alors 
que le TGF-PRII est impliqué dans la liaison du TGF-P (Zhao et al., 2008), mais les 
deux récepteurs sont nécessaires pour la transduction de signal induite par le TGF-P 
(Wrana et al., 1994). L'activation de p38 et des Smad a été observée lors d'induction 
de l'apoptose dans d'autres types cellulaires (Ramesh et al., 2008,Yoo et al., 
2003,Yu et al., 2002). On peut aussi souligner que lors de l'augmentation de la 
formation ostéoclastique induite par le TGF-p, ces mêmes voies de signalisation sont 
activées. En effet, l'activation de p38 par le TGF-P augmente l'ostéoclastogénèse et 
l'activité de résorption osseuse (Karsdal et al., 2001,Karsdal et al., 2003). 
Contrairement à nos observations, d'autres études ont montré que le TGF-P 
favorisait la survie de la cellule. Ces différences peuvent être liées au type cellulaire 
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utilisé ou, concernant les ostéoclastes, aux autres facteurs de stimulation et de survie 
présents. En effet, dans l'étude effectuée par Gingery et al. en 2008, dans laquelle ils 
mentionnent que le TGF-P augmente la survie de l'ostéoclaste, les ostéoclastes 
d'origine murine sont en présence constante de RANKL, alors que nos stimulations 
par le TGF-P se font en absence des facteurs de survie (Gingery et al., 2008). Le 
RANKL est connu pour activer une multitude de voies de signalisation dans 
l'ostéoclaste (Asagiri & Takayanagi, 2007,Roux, 2007), donc une stimulation 
concomitante par RANKL et TGF-P pourrait créer des interactions dans la 
signalisation pouvant expliquer ces effets contraires. Afin de mieux comprendre les 
effets du TGF-P selon les conditions (avec ou sans facteurs de survie), des études 
préliminaires sur l'induction de l'apoptose des ostéoclastes par le TGF-P avec et sans 
RANKL ont été effectuées (résultats non-montrés). Les résultats semblent indiquer 
que le TGF-P utilisé aux mêmes concentrations n'induit pas l'apoptose des 
ostéoclastes en présence de RANKL comparativement aux conditions sans RANKL. 
Ces études devront être confirmées afin de déterminer si les interactions entre les 
voies de signalisation peuvent expliquer les effets différents du TGF-P selon les 
études. 
De plus, nous avons montré qu'une stimulation par le TGF-P menait à une 
élévation de l'expression de Bim et de Bax. L'augmentation de la quantité de ces 
deux homologues Bcl-2 pro-apoptotiques serait l'explication la plus plausible de 
l'apoptose des ostéoclastes induite par le TGF-p, suivie par l'activation de la caspase 
9 secondaire à la perméablisation de la mitochondrie. Plusieurs études ont souligné 
105 
l'implication de Bim et de Bax dans l'induction de l'apoptose par le TGF-P dans 
d'autres types cellulaires (Clybouw et al., 2008,Motyl et al., 2000,Ramesh et al., 
2008,Ramjaun et al., 2007). Dans une autre étude, des analyses par «microarray» ont 
démontré que la voie de signalisation des Smads était fortement stimulée lors de 
l'apoptose induite par le TGF-p, et que Bim était nécessaire pour cette induction 
d'apoptose (Yu et al., 2008). Ceci en ferait le principal acteur de l'induction de 
l'apoptose par le TGF-p. Toutefois, même si nous avons observé une augmentation 
de l'expression de Bim par le TGF-P chez les ostéoclastes, nos résultats ne nous 
permettent pas de confirmer son implication dans l'apoptose observée. Afin de 
répondre à cette interrogation, nous effectuons des travaux qui permettront de 
vérifier si l'activation de la caspase 9 est abolie suite à l'inhibition de l'expression de 
Bim et de Bax à l'intérieur de la cellule. De plus, nous évaluerons également 
l'expression de Bim et de Bax chez les ostéoclastes suite à une inhibition de la voie 
des Smad et de p38 pour déterminer si l'induction de l'apoptose est Smad-
dépendante ou p38-dépendante. 
La régulation du remodelage osseux par le TGF-P est complexe et comprend 
plusieurs variables. De façon générale, le TGF-P agissant sur le remodelage osseux 
provient de la matrice osseuse. Il y est déposé par les ostéoblastes lors de la 
formation osseuse, et est libéré et activé lors de la résorption osseuse. Dans 
l'environnement dans lequel le TGF-P est libéré, nous retrouvons des ostéoblastes et 
des ostéoclastes. La littérature semble favoriser un rôle du TGF-P plutôt inhibiteur de 
la résorption osseuse et stimulateur de la formation osseuse. En effet, ce facteur de 
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croissance favorise la formation ostéoblastique, diminue le ratio RANKL/OPG 
(Takai et al., 1998), permettant la diminution de la résorption osseuse tout en 
augmentant la masse osseuse (Dabovic et al., 2005). L'inhibition de la signalisation 
du TGF-P in vivo par un inhibiteur du récepteur de type I (Mohammad, 2008) ou par 
un déficit de la «latent TGF-P binding protein 3» (souris KO) (Dabovic et al., 2005), 
entraîne une augmentation de la masse osseuse. Ceci montre la complexité des 
actions du TGF-P lorsqu'il est étudié dans des systèmes comprenant une multitude de 
types cellulaires, et fait également intervenir un rôle du TGF-P dans la formation du 
squelette. De plus, l'augmentation de la libération du TGF-P de la matrice osseuse 
dans les modèles murins de métastases osseuses ostéolytiques suggère un rôle de ce 
facteur dans la résorption osseuse accrue. Mais ici encore, des interférences avec 
d'autres facteurs sont impliquées, en particulier le TGF-p, dont le rôle dans le 
développement des métastases osseuses est indéniable, est le principal facteur de 
croissance tumorale et stimule la production de PTHrP, facteur ostéolytique 
(Kingsley et al., 2007). Ceci souligne l'importance de comprendre la limitation des 
études in vitro ou in vivo chez l'animal avant d'extrapoler à l'homme. Toutefois, cela 
souligne également que pour comprendre les mécanismes d'action d'un facteur, une 
des étapes est de bien identifier son rôle au niveau cellulaire. L'analyse de 
l'ensemble de ces études complémentaires permettra de mieux comprendre les 
pathologies afin de mieux cibler les stratégies thérapeutiques. 
Au cours des dernières années, nous avons travaillé sur l'identification de 
différents facteurs pouvant induire l'apoptose des ostéoclastes, étape importante dans 
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la régulation de la résorption osseuse. L'étude des mécanismes impliqués dans 
l'induction de l'apoptose de l'ostéoclaste, permet d'émettre plusieurs hypothèses 
pour expliquer certaines pathologies osseuses. Plusieurs pathologies impliquant une 
hyperrésorption osseuse sont caractérisées par une résistance à l'apoptose des 
ostéoclastes. La polyarthrite rhumatoïde est caractérisée par une destruction du 
cartilage et de l'os. Dans un modèle d'arthrite expérimentale, une augmentation de la 
sévérité de l'arthrite et des destructions ostéo-articulaires était observée chez les 
souris Bim -/- comparativement aux souris sauvages, avec une augmentation du 
nombre de cellules TRAP+ dans l'os péri-articulaire (Scatizzi et al., 2006). Dans la 
maladie de Paget, les ostéoclastes ont une résistance plus élevée à l'apoptose 
comparativement à des ostéoclastes normaux (Couture et al., 2007). Dans l'ostéolyse 
maligne, les ostéoclastes pourraient acquérir une résistance à l'apoptose via une 
modulation de l'expression des récepteurs leurres de TRAIL (Roux et al., 2005), la 
voie de TRAIL étant impliquée dans la régulation autocrine des ostéoclastes humains 
(Chamoux et al., 2008). Ceci illustre que l'apoptose des ostéoclastes est un 
mécanisme important de régulation de la résorption osseuse et une dérégulation de ce 
processus pourrait jouer un rôle majeur dans les anomalies osseuses de différentes 
pathologies chez l'homme. 
En conclusion, nous avons démontré, lors de ces travaux, deux mécanismes 
de régulation de l'apoptose des ostéoclastes. En premier lieu, nous avons démontré 
que les ostéoclastes exprimaient TRAIL, et que cette expression était augmentée en 
absence des facteurs de survie M-CSF et RANKL. L'augmentation de cette 
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expression a pour effet d'induire l'apoptose des ostéoclastes environnants. De plus, 
nous avons démontré que l'OPG pouvait diminuer l'apoptose induite par le TRA.II., 
via l'inhibition de l'activité du TRAIL dans l'environnement. En deuxième lieu, nous 
avons démontré que le TGF-P induit l'apoptose des ostéoclastes humains via la voie 
intrinsèque de l'apoptose et que cette apoptose pourrait être induite par l'activation 
de la voie de p38 et des Smad suivis par une augmentation d'expression de Bax et de 
Bim. Cette induction de l'apoptose par le TGF-P pourrait aussi être un mécanisme de 
régulation physiologique, car le TGF-P peut être libéré de la matrice osseuse lors de 
la résorption osseuse. Pour compléter cette étude de régulation de l'apoptose de 
l'ostéoclaste induite par le TGF-p, nous étudions maintenant les niveaux 
d'expression des récepteurs du TGF-P avant et après la déprivation en facteurs de 
survie, afin de voir si cette expression est modulée selon les conditions de culture et 
l'environnement de ces cellules. 
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